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SARTORI, Altamara Viviane de Souza. Processo germinativo e atividade enzimatica de
sementes de trigo em resposta a combinacao de estresses hidricos e térmicos. 2021. 106f.
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RESUMO

Fatores abidticos como os estresses hidricos e térmicos, isolados ou associados, limitam a
germinacdo, o nimero de plantulas estabelecidas e o seu crescimento e desenvolvimento. Além
disso, a resposta das plantas aos estresses combinados € diferente da exposicdo a uma Unica
fonte de estresse. Assim, objetivou-se com esse experimento avaliar o processo germinativo
das sementes e a atividade enzimdtica das plantulas de trigo submetidas a germinacdo sob
diferentes potenciais hidricos e temperaturas supradtimas (acima de 20 'C), isolados ou
associados. Foram utilizados quatro lotes de sementes de trigo, da cultivar IPR-Catuara,
selecionados por apresentarem qualidade fisica e germina¢do semelhante, para tanto, os lotes
foram caracterizados pelo teor de dgua, massa de 1000 sementes, germinagdo, primeira
contagem da germinagdo, emergéncia de plantulas em areia e indice de velocidade de
emergéncia de plantulas. Na avaliacdo da resposta aos estresses abidticos as sementes de trigo
foram colocadas para germinar nos potenciais hidricos de 0,000 (zero), -0,075, -0,223 e -0,444
Mpa, associados as temperaturas de 20, 24, 28 e 32 °C, totalizando 16 tratamentos. Foram
avaliadas as caracteristicas: plantulas normais aos quatro e oito dias e as plantulas anormais e
sementes mortas ao final do teste de germinacdo; a atividade das enzimas catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX), e o contetido de proteina da parte aérea e da raiz das plantulas de
trigo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, em
esquema fatorial 4x16, sendo quatro lotes de sementes de trigo € 16 combinagdes dos estresses
hidricos e térmicos. Na comparacao de médias utilizou-se o teste de Scott-Knott a 5%. A andlise
de componentes principais (ACP) foi aplicada a matriz original formada pelas 16 combinagdes,
e considerando-se a média dos quatro lotes. Realizou-se também a andlise de agrupamento
hierarquico. Lotes de sementes de trigo de maior vigor sao mais tolerantes aos estresses hidricos
e térmicos. O trigo tolera temperaturas at€ 28 °C e redugdo dos potenciais hidricos até -0,223
Mpa combinados sem comprometimento da sua germinacdo. A combinacgdo de temperatura de
32 °C e potencial hidrico de -0,223 Mpa diminuiu a porcentagem de germinacdo e aumentou as
plantulas anormais e sementes mortas. Independentemente da temperatura o potencial hidrico
de -0,444 Mpa diminui a porcentagem e a velocidade da germinacdo. Ocorre aumento da
atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) quando as plantulas sdo submetidas a
combinacdo de estresse hidrico e temperatura supradtimas ou a qualquer uma das duas
condicdes de estresse aplicadas individualmente, sendo assim acionada como mecanismo de
defesa ao estresse oxidativo resultante dos estresses hidrico e térmico.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.; alta temperatura; déficit hidrico; estresses multiplos;
potencial fisioldgico.
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ABSTRACT

Abiotic factors such as water and thermal stresses, isolated or associated, limit germination,
the number of established seedlings and their growth and development. In addition, the
response of plants to combined stresses is different from exposure to a single source of stress.
Thus, the objective of this experiment was to evaluate the germination process of seeds and
the enzymatic activity of wheat seedlings submitted to germination under different water
potentials and supra-optimum temperatures (above 20 °C), isolated or associated. Four lots
of wheat seeds, from the cultivar IPR-Catuara, were used, selected for their physical quality
and similar germination. For that purpose, the lots were characterized by tests of water
content, mass of 1000 seeds, germination, first count of germination, seedling emergence in
sand and emergence speed index. In assessing the response of wheat batches to abiotic
stresses, seeds were placed to germinate in water potentials of 0,000 (zero), -0,075, -0,223
and -0,444 Mpa, associated with temperatures of 20, 24, 28 and 32 °C, totaling 16 treatments.
The characteristics were evaluated: normal seedlings at four and eight days and abnormal
seedlings and dead seeds at the end of the germination test; the activity of the enzymes
catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX), and the protein content of the aerial part
and root of wheat seedlings. The experimental design was completely randomized, with four
replications, in a 4x16 factorial scheme, with four lots of wheat seeds and 16 combinations
of water and thermal stresses. In the comparison of means, the Scott-Knott test at 5% was
used. The principal component analysis (PCA) was applied to the original matrix formed by
the 16 treatments, and considering the average of the four batches. The hierarchical cluster
analysis was also carried out. Lots of wheat seeds of greater vigor are more tolerant to water
and thermal stresses. Wheat tolerates temperatures up to 28 °C and reduced water potential
down to -0,223 Mpa combined without compromising germination. The combination of
temperature of 32 °C and water potential of -0,223 Mpa decreased the percentage of
germination and increased the abnormal seedlings and dead seeds. Regardless of the
temperature, the water potential of -0,444 Mpa decreases the percentage and speed of
germination. There is an increase in the activity of the enzyme ascorbate peroxidase (APX)
when the seedlings are subjected to a combination of water stress and supra-optimum
temperature or to any of the two stress conditions applied individually, thus being activated
as a defense mechanism against oxidative stress resulting from water stress and thermal.

Key-words: Triticum aestivum L.; high temperature; water deficit; multiple stresses;
physiological potential.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquemdtica do padrio trifdsico de absorcdo de dgua
durante a embebicdo de sementes, em relacdo aos contetidos
aproximados de dgua (linha preta) em que os diferentes eventos do

PrOCESSO ZEIMINALIVO. ceueviiiiiieeiiieeiteeeiieeeireesieeesieeesibeesareesbeeeens 26

Biplot da anélise de componentes principais dos dezesseis tratamentos
com a combinacdo (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (\yn)
(0,000, -0,075, -0,223 € -0,444 MPQ) ..cveeverieieeieeeeieeie e 83

Dendrograma de agrupamento de classes para os tratamentos com a
combinacdo (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000,
-0,075, -0,223 e -0,444 Mpa), obtido da andlise de agrupamento

utilizando o método a partir da distancia euclidiana....................... 85



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

LISTA DE TABELAS

Caracterizagdo fisica e fisiologica das sementes dos quatros lotes de

de trigo cultivar IPR-Catuara utilizadas no experimento................ 62

Quantidade de soluto utilizado na preparacdo de solucdo dos
diferentes potenciais hidricos com Polietileno glicol (PEG) 6000, a

temperatura de 20 “C......uiiiiiiiiieeieeeeeeeeeee e 63

Resultados das andlises de variancia de quatro lotes de sementes de
trigo submetidas aos tratamentos com diferentes combinacdes de
temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos () (0,000,
0,075, -0,223 € -0,444 MPQ) ...oovverviniirieienicnieeiceeeeee e 66

Germinacgdo (%) de sementes de quatro lotes de trigo submetidas aos
tratamentos com diferentes combinacdes de temperatura (T) (20, 24,

28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444

Plantulas anormais (%) de quatro lotes de trigo submetidas aos
tratamentos com diferentes combinacdes de temperatura (T) (20, 24,

28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444

Sementes mortas (%) de quatro lotes de trigo submetidas aos
tratamentos com diferentes combinagdes de temperatura (T) (20, 24,

28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444

Primeira contagem do teste de germinagdo (%) de quatro lotes de
sementes de trigo submetidas aos tratamentos com diferentes
combinacdes de temperatura (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais
hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa) 72

Resumo das anélises de variancia das caracteristicas bioquimicas nas
plantulas normais dos quatros lotes de sementes de trigo submetidas

aos tratamentos com diferentes combinacdes de temperatura (T) (20,



24, 28 e 32°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -
0,444 IMIPQ) ..ottt ettt ettt et neas 75

Tabela 9 — Teor de proteina total (mg de proteina. g! MF) da parte aérea e
radicular de plantulas de trigo de quatro lotes germinados sob 16
tratamentos com diferentes combinacdes de temperatura (T) (20, 24,

28 e 32°C) e potenciais hidricos (yn) (0,00, -0,075, -0,223 e -0,444

Tabela 10 — Atividade da enzima catalase (CAT) (mmol H,O2 mg™! proteina min™)
de plantulas de trigo (parte aérea e radicular) de quatro lotes
germinados sob 16 tratamentos com diferentes combinacOes de
temperatura (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,00, -
0,075, -0,223 € 0,444 MPQ)...corviriiaaiieiieeieeniie ettt 79

Tabela 11 — Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) (UA.min'l.mg MF
) de plantulas de trigo (parte aérea e radicular) de quatro lotes
germinados sob 16 tratamentos com diferentes combinagdes de
temperatura (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,00, -
0,075, -0,223 € 0,444 MPQ)...eervieriiieiieiieeieesiee ettt 81



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT Associagdo Brasileira de Normas Técnicas

ABRITRIGO  Associagdo Brasileira da Industria de Trigo.

ACP Andlise de componentes principais
APX Ascorbato peroxidase

ATP Adenosina trifosfato

BSA Albumina Sérica Bovina

CAT Catalase

CO2 Diéxido de carbono

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento
DNA Acido desoxirribonucleico

EMBRAPA  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

EROs Espécies reativas de oxigénio

G (%) Porcentagem germinagdo

H20O Agua

H>0 Per6xido de hidrogénio

HO- Radical hidroxilico

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IDR-Parana Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana- IAPAR-EMATER

IPCC Intergovernmental Panel on Climate Change
MF Matéria fresca

mM Milimolar

10? Oxigénio singleto

0} Gaés oxigénio

Oy Radical superéxido

PEG Polietilenoglicol

pH Potencial hidrogenidnico
PNT Proteina bruta total

RNA Acido ribonucleico

SOD Superoxido dismutase

T Temperatura (°C)

UEL Universidade Estadual de Londrina



USDA

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
Potencial hidrico

Potencial matricial

Potencial de pressao

Potencial osmoético



21

22
23
2.3.1

232

24
24.1
242
243
25
26

31
32
33
34
3.4.1
342

343

4.1

42

SUMARIO

INTRODUGAO ... 16
REVISAO DE LITERATURA ..........coooooimiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees v 18
ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO TRIGO.........cocooiieieieieeeteeeeeee e 18
FATORES ABIOTICOS DE ESTRESSE PARA O TRIGO ..........coovvovveieiieeceeeeeeeean, 20
GERMINACAO DAS SEMENTES DE TRIGO .......c.oooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 24
Importancia da 4gua na germinacao das SEMENLES ..........ococvverieererreereinriinnenn 25
Influéncia da temperatura na germinacao de SEMENLes ..........ccoovvvverrrererenrinrennes 27
ESTRESSE OXIDATIVO EM SEMENTES ........ooiiuiiiimiieieeeeeies e 29
Ascorbato peroxidase (APX).......cooiiiiiiiiiiee e 30
(@1 71 Tl (GNP 31
Teor de proteinas SOIUVEIS tOLALS ...c..veerrureeriiieriieeeiieeeieeeeieeeeiee e siee e 32
ESTRESSES ABIOTICOS NA GERMINACAO DAS SEMENTES .........coovvivieiirrrrnenn. 33
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 36
ARTIGO ..ot e eaee e 57
RESUMO ...ttt enaees 57
ABSTRACT ..ottt 58
INTRODUGAO ... ssannansaens 58
MATERIAL E METODOS ......coooomoieeeeeeeeeeeeeeeee e 61

Germinagdo sob diferentes potenciais hidricos e temperaturas supradtimas 63

Andlises bioquimicas nas plantulas germinadas em condic¢des de estresses

ADTOTICOS oot e et et e e et e s e s e s e et o2 e st et eseeseeesesees st esessersesessesseseseensesesnenaeas 64
ANALISE ESTALISTICA . ...ee e e s s s s s s s s s s s s s sese s sesesesaen 65
RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt eeseese e eeeese s eseeee e eeeeeseens 66

Germinagdo sob diferentes potenciais hidricos e temperaturas supradtimas 66

Andlises bioquimicas nas plantulas normais em condic¢des de estresses

ADIOTICOS 1.ttt e ettt et et e et et et e aeeeen 75

CONGCLUSOES ...t sesesesesesesesesesasesesesesesasesesesesesesesesesasesesesesenaes 88

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eee s s e s s e s sesenes 89



16

1 INTRODUCAO

As plantas podem ser afetadas pelos estresses abidticos em qualquer época,
entretanto os estagios de germinacio e crescimento de plantulas sdo os mais criticos, pois
sao fatores determinantes para o estabelecimento do estande com reflexos no desempenho
produtivo.

Dentre os estresses abidticos destacam-se o déficit hidrico e o estresse térmico.
Nesse sentido, a ocorréncia de temperaturas supradtimas no momento da implantacdo da
cultura afeta diretamente o processo de germinagdo de sementes, com maior influéncia
nos periodos de semeadura-emergéncia e crescimento inicial.

Além da temperatura, a germinacao e o crescimento das plantulas sao dependentes
do potencial osmético do solo, que estd diretamente relacionado a disponibilidade hidrica,
sendo que caso a presencga de dgua ndo seja suficiente para as sementes completarem seu
processo germinativo, pode haver efeitos prejudiciais ao crescimento da parte aérea e da
raiz das plantulas, como diminui¢do da porcentagem final das sementes germinadas e
plantulas emergidas.

Os estresses abidticos resultam em alteracdes metabdlicas durante os processos de
germinacdo das sementes e crescimento das plantulas, dentre elas destacam-se o aumento
das espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo que a resposta ao sistema de defesa
antioxidativo pode indicar a tolerancia ao estresse. Somente as plantas que conseguem
ativar o sistema de defesa € que tem crescimento em situagdes de estresse.

Assim, embora a cultura do trigo apresente relativa tolerancia as diferentes
condig¢des edafoclimdticas, devido principalmente a plasticidade adaptativa que possui
em seu genoma, a resposta ao estresse pode variar entre espécies, cultivares e inclusive
entre lotes com diferentes niveis de vigor.

Como consequéncias das variabilidades ambientais, espera-se em futuro proximo
um cendrio de eventos climaticos extremos com secas, inundacdes e ondas de calor mais
frequentes, além de aumento de temperatura global. E possivel afirmar que essas
alteracdes climdticas provocam perdas significativas em todas as culturas, entre elas
destaca-se o trigo que € um dos cereais de maior importancia mundial em 4rea cultivada,
volume produzido e consumido. Além disso, a seca recorrente associada a outras
variabilidades climdticas como as temperaturas, estdo entre as principais restricdes que

ameacam a produtividade global do trigo.
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E importante destacar que a resposta das plantas ao estresse combinado é diferente
da exposi¢do a uma Unica fonte de estresse. Assim, embora diversas pesquisas sobre
estresses abidticos por temperatura ou déficit hidrico tenham sido desenvolvidas na
cultura do trigo, sdo poucas as informagdes sobre como os mecanismos de defesa como
a atividade enzimatica e do teor de proteinas atuam na germinacdo das sementes sob
estresses combinados de restri¢des hidrica e altas temperaturas.

Dessa forma a hip6tese deste estudo € que os estresses abidticos, seja por seca ou
alta temperatura, isolados ou combinados, se relacionam com o desempenho germinativo
das sementes e com a atividade do sistema enzimatico de defesa. Sendo assim, objetivou-
se avaliar o processo germinativo das sementes e a atividade enzimética das plantulas de
trigo em resposta a diferentes potenciais hidricos e temperaturas supradtimas, isolados ou

associados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO TRIGO

O trigo (Triticum sp.) € origindrio de gramineas silvestres que se desenvolveram
nas proximidades dos rios Tigre e Eufrates (Asia), no periodo 10.000 a 15.000 a.C.
(SILVA et al., 1996). Os primeiros relatos de espécies domesticadas sdo sobre o trigo-
einkorn (Triticum monococum) e o trigo amidoreiro (Triticum dicoccum), os quais foram
datados por volta de 9.500 a.C. (MAZOYER; ROUDART, 2010).

O género Triticum apresenta aproximadamente 30 espécies, geneticamente
diferentes entre si, das quais fazem parte os trigos selvagens, sendo que destas
aproximadamente 15 espécies sdo utilizadas comercialmente. E uma planta de ciclo
anual, autégama, pertencente a familia Poaceae (Gramineae), subfamilia Pooideae e ao
género Triticum (POPPER; SCHAFER; FREUND, 2006).

Mais de 90% do trigo cultivado pertence a espécie Triticum aestivum L. e Triticum
durum, sendo que a T. aestivum L. é conhecida como trigo comum, e € a que apresenta
maior interesse comercial. Esta é uma planta hexaploide, oriunda de um cruzamento
natural entre uma planta tetraploide com uma graminea, sendo assim estruturada por
raizes, colmo, folhas e inflorescéncia (SCHEEREN; CASTRO; CAIERAO, 2015).

A semente de trigo € uma cariopse, constituida de pericarpo e tegumento, o qual
por estar localizado mais externamente, tem a funcao principal de protecdo das estruturas
internas; possui também camada de aleurona, a qual possui proteinas e minerais que sao
importantes na sintese de enzimas, que iniciam 0 processo germinativo e sdao fonte de
aminodcidos para a sintese de novas proteinas. A maior parte da semente € constituida
pelo endosperma, onde estd armazenado o amido, o qual € fonte de carboidratos que sdo
mobilizados ao embrido, para a formagao da plantula. O eixo embriondrio, ou embrido,
contém as estruturas essenciais da futura planta e € constituido pela coleorriza, radicula,
hipocétilo, plimula, folhas primdrias, coledptilo e escutelo (POPINIGIS, 1985).

A germinacdo é do tipo hipdgea, caracteriza-se pelo crescimento rdpido do
epicétilo e a plimula, formando a parte aérea (BEWLEY, BLACK, 1994; CARVALHO,
NAKAGAWA, 2012).

O primeiro relato registrado da introducao das plantas de trigo as terras brasileiras
foi em 1534, trazido por Martim Afonso de Souza, que desembarcou na capitania de Sdo

Vicente. Por se tratar de uma espécie ambientada para temperaturas amenas, o clima
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quente da regido dificultou a expansao da cultura. Colonizadores registravam em cartas a
falta do trigo e reclamavam dos paes preparados com farinha de mandioca (ADNAN et
al., 2020). Na segunda metade do século XVIII comecou a se desenvolver no Rio Grande
do Sul, porém, no comeg¢o do século XIX a ferrugem dizimou os trigais (ABITRIGO,
2019).

Em 2019 foram produzidas cerca de 766 milhdes de toneladas de trigo. A
producdo mundial para a safra (2020/2021), € de 774 milhdes de toneladas, segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2021). Atualmente no Brasil
o trigo € cultivado desde a Regido Sul até o Brasil Central, no Cerrado. Os principais
estados brasileiros produtores de trigo sdo o Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Sao Paulo e Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia e Distrito Federal. O estado
do Parand é o maior produtor nacional, seguido pelo Rio Grande do Sul, juntos sdo
responsaveis por 88% da producao total (CONAB, 2020).

Em relacdo a producio brasileira observou-se no ano de 2020 que a drea cultivada
foi de 2341,5 milhdes de hectares, com produgdo de 6371,0 milhdes de toneladas. J4 em
2020 a area cultivada teve um crescimento de 14% com producio de 6234,6 milhdes de
toneladas, cerca de 54% do consumo nacional, embora producao relatada, a maior parte
do trigo consumido nacionalmente é importado, cuja média gira em torno de 11,4
milhdes/ano. O estado do Parand também apresentou aumento em sua area cultivada
passando de 1023,7 mil hectares em 2019 para 1117,9 mil hectares em 2020, com
producdo de 2129,3 milhdes de toneladas em 2019 para 3088,8 milhdes de toneladas na
safra de 2020 (CONAB, 2020; IBGE, 2020).

Entretanto, essa producdo de trigo pode ser drasticamente afetada pelas
variabilidades climaticas. A nivel global, estima-se que as temperaturas mais elevadas e
as tendéncias de menor precipitagdo pluvial desde 1980 reduziram os rendimentos do
trigo em 5,5 %. Estima-se que nas proximas décadas acontecam aumentos nas
temperaturas, do nivel do mar, pressdes intensas de pragas e doengas e escassez de dgua
(LOBELL; SCHLENKER; COSTA-ROBERTS, 2011).

Além disso, estudos recentes sobre os impactos das variabilidades climaticas na
agricultura mostraram que, sem a adequacao dos agricultores, as safras globais em 2050
sofreriam uma diminuicdo de 6,9 % na produtividade estimada producdo de cereais
diminuiria em até 10% nas regides desenvolvidas e em desenvolvimento. Os impactos

negativos afetariam gravemente as areas onde os solos degradados ndo tém a capacidade
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de proteger as culturas contra a seca e o estresse térmico (REEVES; THOMAS;
RAMSAY, 2016).

Programas de melhoramento, incluindo o progresso em gendmica e tecnologia da
informacdo, podem mitigar os efeitos prejudiciais do calor e da seca por meio do uso de
préiticas de manejo agrondmico e do desenvolvimento de variedades com aumento da
produtividade sob estresse. Além disso, os avan¢os provenientes da biotecnologia, podem
contribuir para maiores rendimentos na regido de cultivo do trigo. Assim, um melhor
entendimento dos mecanismos que atuam como intervencoes frente a estes estresses na
germinagdo e fisiologia pode fornecer novos direcionamentos sobre as caracteristicas de
tolerancia a seca no trigo brasileiro (CARGNIN et al., 2007). Estudos relacionados a
estresses na germinagdo do trigo, seja com base em estudos moleculares ou fisiologicos,
as caracteristicas ambientais especificas podem mitigar os efeitos prejudiciais do calor e
da seca por meio do uso de praticas de manejo agrondmico e do desenvolvimento de
variedades de culturas com aumento da produtividade sob estresse, sendo estas
informacdes podem ser incorporadas aos programas de melhoramento e auxiliar no
desenvolvimento de cultivares de trigo adaptadas a eventos extremos acentuados
(CARGNIN et al., 2006; RIBEIRO, PIMENTE, SOUZA, FONSECA , 2012).MATIAS,
2019).

2.2 FATORES ABIOTICOS DE ESTRESSE PARA O TRIGO

O trigo € ser cultivado desde regides de clima seco até as mais imidas, isso devido
ao melhoramento genético e a introdugdo de cultivares adaptadas as diferentes condicdes
de clima e solo (ECCO et al., 2020). Entretanto, a produtividade varia conforme as
condi¢des meteoroldgicas de cada ano de cultivo, como seca, geadas e chuva na colheita.
Além desses fatores a ocorréncia de pragas, doengas e plantas daninhas, aumentam o
custo de producio (EMBRAPA, 2014). As condi¢des ambientais adversas alteram a
produtividade das culturas e estdo diretamente relacionadas com as regides e época de
semeadura, porém a utilizagdo de séries climdticas histéricas e o zoneamento agricola
aplicadas a modelos de cultura para estimar a produtividade de forma que a escolha da
melhor data de semeadura e regides (SCHMIDT et al., 2009; KHODARAHMI;
NABIPOUR; ZARGARI, 2010; SANTT et al., 2017).

Somado a isso, a degradacdo dos recursos naturais, espaco limitado para a

expansao de terras cultivadas, escassez de dgua e os efeitos potencialmente catastréficos
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das variabilidades climdticas podem impactar na produ¢do de cereais e na seguranca
alimentar mundial (SHIFERAW, 2013).

Para minimizar esses efeitos o planejamento de safra é fundamental para tomadas
de decisoes, devendo ser consideradas todas as praticas que promovam o rendimento de
graos, com um menor risco de perdas, iniciando com a escolha de cultivar adequada,
época de semeadura indicada pelo Zoneamento Agricola para cada regido, espacamento,
populacdo e nutri¢do das plantas na época e nas doses indicadas e a escolha de métodos
eficazes para controle de doengas, pragas e plantas daninhas (EMBRAPA, 2014).

A recomendacdo de épocas de semeadura é fundamentada nos resultados de
producdo em cada regido triticola, onde diferentes variedades sdo semeadas em datas
escalonadas (CUNHA et al., 2016). Assim, apesar do trigo apresentar relativa tolerancia
as diferentes condicoes edafocliméticas, devido principalmente a plasticidade adaptativa
que possui em seu genoma (BOREM; SCHEEREN, 2015), para que se obtenha sucesso
em seu cultivo, € necessdrio levar em consideracdao alguns fatores, tais como,
adaptabilidade e produtividade sob diferentes condi¢des ambientais e de manejo para
verificar a sua viabilidade de rendimento, para que a mesma consiga expressar seu
potencial genético (SCHEEREN, 1999).

Ao longo do seu ciclo as plantas passam constantemente por desequilibrios
abidticos (inundacdes, seca, temperaturas altas ou baixas, salinidade do solo, nutrientes
minerais inadequados e excesso ou luz insuficiente), que promovem alteracdes no
equilibrio homeostatico e acabam por limitar o seu crescimento e desenvolvimento
(BRAY, 1997; LAWLOR, 2002; CAMBRAIA, 2005; LOKHANDE; SUPRASANNA,
2012).

Dessa forma, os estresses abidticos e seus efeitos nas plantas € um tépico que esta
recebendo muita aten¢do devido ao potencial de impacto das variabilidades climaticas
nos padrdes de chuva, temperaturas extremas, salinizacao pela irrigac@o e a necessidade
de manter ou aumentar a produtividade agricola (VERSLUES et al., 2006).

O déficit hidrico € um dos fatores que podem causar impactos significativos no
crescimento e desenvolvimento das plantas (MARTINS et al., 2008), levando a alteracdes
no comportamento que dependem da duracdo e da severidade do estresse e do estadio de
desenvolvimento da planta e da capacidade genética das plantas em responder as
variabilidades do ambiente (CHAVES, 1991).

O déficit hidrico resulta da reduc¢do no potencial de 4gua, e quanto mais negativo

os valores de potencial, menos dgua disponivel, ou livre. E definido como a consequéncia
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de um periodo continuo ou transitério de seca que provoca a restri¢do no crescimento das
plantas devido a reducdo do potencial osmético, condutancia estomética, fotossintese e
da assimilacdo de nitrogénio pela planta (REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN,
2004; TAIZ et al., 2017).

A cultura do trigo apresenta certa tolerancia a deficiéncia hidrica, em virtude de
ser origindrio de uma regido semidrida e por apresentar significativa eficiéncia no uso da
dgua (SCHLEHUBER; TUCKER; QUISENBERRY, 1967; CUNHA et al., 2012).
Apesar disso, alguns de seus estdgios de desenvolvimento sdo mais influenciados por este
tipo de estresse, como, por exemplo, a germinacdo, e o periodo entre o inicio do
florescimento e a fase de graos leitosos (FRIZZONE; OLITTA, 1990; RODRIGUES et
al., 1998).

Assim, estudos relacionados as relagdes hidricas e adaptacdes da planta-ambiente
causadas pelo déficit hidrico sao de fundamental importancia, tendo em vista que varios
processos fisiolégicos das plantas podem ser comprometidos pela reducdo da
disponibilidade de dgua (JAIMEZ, RADA, GARCIA-NUNEZ, AZOCAR, 2005;
GARCIA-TEJERO et al., 2010).

Outro fator de estresse abidtico que se destaca € o aumento da temperatura
ambiente, a qual também afeta drasticamente o cultivo e a produtividade do trigo. De
acordo com a modelagem matemadtica de simulagdo para esta cultura o impacto do
estresse por alta temperatura € mais prejudicial do que o da condi¢do de déficit hidrico
(SEMENOV; SHEWRY, 2011), j4 que o trigo € uma espécie originalmente de clima
temperado (ASSENG et al., 2017; MISHRA et al., 2017).

O estresse térmico € definido como o aumento da temperatura acima do valor
critico, por determinado periodo de tempo que seja suficiente para causar danos
irreversiveis ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Assim, a irregularidade nos
valores da temperatura, ou seja, acima da faixa 6tima, provoca alteragdes em diversos
processos metabdlicos, podendo culminar na morte prematura das plantas (SOUZA;
PIMENTEL; RIBEIRO, 2011).

A temperatura controla a velocidade do processo metabdlico das plantas, desta
forma, todos os estddios de desenvolvimento, bem como 0s processos de crescimento e
maturagdo serdo afetados por esse fator, entretanto existem diferencas genotipicas nestas
reacoes (TAIZ et al., 2017).

De maneira geral, a faixa de temperatura 6tima para o desenvolvimento da cultura

do trigo estd entre 18 a 24 °C, dessa forma, periodos curtos de exposicdo das plantas as
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temperaturas superiores a esta faixa, principalmente acima de 30 °C, podem ocasionar
perdas significativas no rendimento de grdos e reducdo da qualidade dos mesmos
(STONE; NICOLAS, 1994).

As respostas das plantas as diferentes temperaturas podem ser determinadas pelos
processos que ocorrem nas mesmas, como as atividades das enzimas e a fotossintese,
assim as taxas e a eficiéncia de cada uma sio dependentes deste fator. Um exemplo € a
janela termal para as atividades enziméticas que descreve a faixa de temperatura para o
6timo funcionamento da enzima. Essa janela para o trigo se situa entre 17,5 a 23°C
(BURKE; MAHAN; HATFIELD, 1988).

Destaca-se que as temperaturas altas no inicio do ciclo da cultura podem
representar efeito positivo na producao, por permitir maior velocidade de crescimento,
porém ndo podem estar associadas com escassez de dgua disponivel para as plantas, para
que ndo haja um comprometimento da producdo (PITTER, 1977; SANTI et al., 2017).
Isso mostra que todos os processos fisio-metabodlicos das plantas sofrem influéncia da
temperatura, seja de uma forma isolada, ou em sinergia com outros fatores ambientais.

Diversos trabalhos foram conduzidos ao longo dos anos para elucidar o
mecanismo de sinalizacio mediado pelo estresse por altas temperaturas em vdrias
espécies de culturas, como no arroz (CHANDEL; DUBEY; MEENA, 2013), trigo
(CHAUHAN et al., 2011), milho (FREY et al., 2015), tomate (SHAHEEN, et al., 2015),
amendoim (PRASAD et al.,, 2000), soja (DJANAGUIRAMAN; PRASAD; AL-
KHATIB, 2011), cevada (ROLLINS et al., 2013) e tabaco (TAN et al., 2011). Entretanto
a maioria dos estudos foi realizada sobre enchimento e maturacdo de graos, enquanto a
investigacdo sobre as respostas dos mecanismos de defesa ao estresse por altas
temperaturas no estdgio de germinacdo e desenvolvimento € escassa.

A temperatura do solo ¢ um dos fatores determinantes da velocidade de
germinacdo das sementes e de desenvolvimento das plantulas, sendo sua influéncia maior
nos subperiodos de semeadura-emergéncia e crescimento inicial. Nestes periodos, tendem
a ocorrer acentuadas amplitudes térmicas didrias, principalmente proximas a superficie
do solo, justamente pela falta de cobertura (SCHNEIDER et al., 1993).

Segundo Essemine; Ammar e Bouzid (2010) durante a germinacdo de sementes
de trigo temperaturas superiores aos 35 °C influenciam na mobiliza¢ao de compostos de
reservas. Assim, durante o desenvolvimento da plantula, o alongamento da radicula e a
expansdo das folhas que sdo sustentados pela mobilizacdo de reservas, sdo prejudicados,

pois o estresse pela alta da temperatura afeta as enzimas envolvidas na hidrélise do amido,
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suprimindo os nutrientes no embrido, e comprometendo a capacidade e velocidade de
germinagdo, prejudicando o estabelecimento das plantulas.

De acordo com Porter e Gawith (1999) para as sementes de trigo a faixa de
temperatura da semeadura até a emergéncia é de minima de 3,5 °C, médxima de 32,7 °C e
6tima de 22 °C.

Consequentemente, os estresses abidticos e bidticos combinados influenciam
negativamente a produtividade e a qualidade da cultura (MORISON et al., 2008;
KERCHEYV et al., 2012). A fim de melhorar o rendimento da cultura, se torna necessario
a compreensdo dos mecanismos subjacentes as respostas das plantas a exposicdo
individual ou combinado sob diferentes estresses abidticos e bidtico, sendo que as
respostas a dois ou mais fatores de estresse simultaneamente sao unicas € nao podem ser
consideradas como a soma das respostas a cada um dos estresses individuais que afetam
a planta (MITTLER 2006, ZANDALINAS et al. 2018).

Assim, o estudo da germina¢do das sementes de trigo sob diferentes condicdes de
estresse hidrico e por temperatura podem contribuir para o entendimento dos fatores que

levam ao melhor desenvolvimento das plantulas.

2.3 GERMINACAO DAS SEMENTES DE TRIGO

A semente de trigo € uma cariopse, constituida de pericarpo e tegumento, o qual
por estar localizado externamente, tem a funcdo de protecdo das estruturas internas;
possui também camada de aleurona, com proteinas e minerais que sdo importantes na
sintese de enzimas, que iniciam 0 processo germinativo e sdo fonte de aminoécidos para
a sintese de novas proteinas. A maior parte da semente € constituida pelo endosperma,
onde estd armazenado o amido, fonte de carboidratos que sdo mobilizados ao embrido,
para a formacdo da plantula. O ciclo fenoldgico é um processo continuo, caracterizado ou
diferenciado em trés fases, sendo, vegetativa, reprodutiva e enchimento de graos. Cada
fase possui suas subdivisdes (subperiodos), que tem sua duragdo alterada pela interagdo
entre os fatores gendtipo e ambiente, expressando os estddios de desenvolvimento, e
resultando nas caracteristicas de adaptacdo das cultivares em relagdo as mudancas
edafocliméticas (principalmente temperatura e fotoperiodo), sendo que esta adaptacao
pode ocasionar uma aceleragdo ou retardamento do desenvolvimento, em razdo da época

do ano (PIRES; VARGAS; CUNHA, 2011).
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A disseminacdo e perpetuagdo da espécie sdo garantidas pelas sementes, através
de algumas propriedades fisiolégicas e bioquimicas. Para que a germinacdo de uma
semente ocorra, ela deve estar viva, sem dorméncia e dispor de condi¢des internas e
externas favordveis para que ocorra. Os fatores internos sdo basicamente a longevidade e
a viabilidades das mesmas, enquanto que os fatores do ambiente que influem o processo
germinativo sdo a 4gua, a temperatura e o oxigénio (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012).

A germinagdo pode ser definida como a saida do estado de repouso e a retomada
da atividade metabdlica, sendo também o desenvolvimento do embrido e a emergéncia da
plantula até tornar-se independente das reservas da semente (FERREIRA; BORGHETTI,
2004; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Externamente é marcada pelo rompimento
da testa e a extrusdo da plantula ou raiz primaria (FENNER; FENNER; THOMPSON,
2005). Existem diversos fatores que influenciam no processo de germinagao, podendo ser
classificados como internos e externos, relacionados as condi¢des ambientais, como

umidade, temperatura, luz e oxigénio.
2.3.1 Importancia da agua na germinacio das sementes

No processo de germinacao das sementes ocorre uma série de reacdes de hidrdlise
e sintese de substancias e tecidos, as quais exigem plena disponibilidade de dgua. Desta
forma, a dgua é responsdvel por iniciar 0 processo germinativo, e estd direta ou
indiretamente envolvida em todas as outras etapas metabdlicas subsequentes. Sua
participacdo € decisiva nas reagdes enzimadticas, na solubilizacdo e transporte de
metabolitos, assim como um reagente na digestao de proteinas hidroliticas, carboidratos
e lipideos, nos tecidos de armazenamento das sementes (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012). Além de intermediar os processos metabdlicos da germinacdo, a dgua €
responsavel pela manutencdo da organizacdo do sistema de membranas celulares
(NEVES et al., 2010).

O processo de germinacdo se inicia com a absor¢do de dgua e a embebicao
acompanha um padrao trifasico (Figura 1), que consistem em um periodo inicial de rdpida
absorc¢do (fase I), seguido de um periodo estaciondrio, com pouca mudanca no conteido
de 4gua, quando ocorre a ativacdo dos processos metabdlicos requeridos para o
crescimento do embrido (fase II) e na iniciacdo do crescimento do embrido (fase III)

(BEWLEY, BLACK, 1994; CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004).
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Figura 1. Representacdo esquemdtica do padrio trifdsico de absor¢do de dgua durante a
embebicdo de sementes, em relagdo aos conteidos aproximados de dgua (linha
preta) em que os diferentes eventos do processo germinativo.

Fase |l Fase Il Fase Il
absorgao intervalo de preparacgao germinacgao
de agua ativagao metabdlica crescimento

80 |—

Conteldo de agua, (%) peso fresco

__________ -—lé Tolerante ____________]__> Intolerante
a dessecagao a dessecacdo |

Tempo de embebigao

Traducdo de RNAm = linha tracejada verde; Eventos fisiolgicos e metabdlicos = linhas vermelhas. As
siglas em colunas coloridas representam grupos de proteinas sintetizadas de novo nas diferentes fases de
embebicdo, com a descri¢do das respectivas fungdes. (1) Respiracdo e acimulo de ATP. (2) Sintese de
mRNA e reparo de DNA. (3) Ativacdo de polissomos. (4) Sintese de proteinas a partir de mRNAs
recentemente sintetizados. (5) Sintese e duplicacdo de DNA. (6) Inicio da degradacgdo de reservas. (7) As
células da radicula alongam-se. (8) Protrusdo radicular. (9) Mitose. Potencial matricial (¥m); Potencial
osmotico (Wn); Potencial de pressdo (Wp). Fonte: Adaptado do Capitulo 9: Embebic@o e reativacdo do
metabolismo. CASTRO; BRADFORD; HILHONST/Germinagdo: Do bdsico ao aplicado/ FERREIRA;
BORGHETTI, 2004.

De modo geral, a fase I geralmente ocorre durante oito a dezesseis horas, quando
surgem os primeiros sinais da reativagdo do metabolismo paralisado apds a maturidade
fisiolégica, e pode ser afetado por fatores internos, externos ou ambientais
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Na fase II, a velocidade de absorcao de dgua se
torna mais lenta, sua ocorréncia e duracdo sdo varidveis de acordo com a espécie,
tendendo para o equilibrio entre os potenciais; ocorrem diversas reacdes metabdlicas
preparatdrias a emergéncia da raiz primdria. Na fase III, com o metabolismo ativado e em
funcdo da producdo de substincias osmoticamente ativas, ocorre uma reducdo no
potencial hidrico das sementes, resultando em rdpida absorcdo de 4gua do meio
(BEWLEY; BLACK, 1994).

Assim a dgua se torna essencial para o processo de germinacao, e quando em falta
ou abaixo do limite suportado pela célula, pode causar alteragdes na concentracdo dos
solutos, assim como, do pH da soluc¢do intracelular, aceleragdo de reacdes degenerativas,
desnaturagdo de proteinas e perda da integridade das membranas (SUN; LEOPOLD,
1997).
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Para o inicio dos processos metabdlicos a quantidade de dgua necesséria pode
variar de acordo com as caracteristicas da prépria semente, como: composicao quimica,
teor de 4gua inicial e a constituicdo e espessura do tegumento, além do tamanho da
semente. J4 a taxa e a duragdo desse processo de embebigao € dependente do potencial de
dgua no solo e da resisténcia do movimento de &dgua no sistema solo-semente
(ALVARADO; BRADFORD, 2002; ZUCHI et al., 2012).

Em solos excessivamente timidos ou secos, a dgua pode retardar ou inibir a
germinacdo de sementes de vdrias espécies (PIANA; SILVA, 1998; ROMAN,
MURPHY, SWANTON, 2000). No entanto, o excesso de umidade, em geral, provoca
decréscimo na germinacdo, visto que impede a penetracdo do oxigénio e reduz todo o
processo metabdlico resultante (RODRIGUES; MENDONCA; GENTIL, 2014).

Ja a deficiéncia hidrica durante o processo de germinativo pode inviabilizar a
sequéncia dos processos de germinagdo, alterando sua velocidade, tempo e uniformidade,
resultando em diminuicdo da percentagem de emergéncia das sementes,
consequentemente comprometendo o estabelecimento da cultura (ADEGBUYI;
COOPER; DON, 1981). Os niveis de respostas em relacdo a essas varidveis dependem
tanto do grau do déficit hidrico quanto da tolerancia do genétipo (KRANNER et al.,
2010).

Desta maneira pode-se afirmar que a germinacdo € considerada uma fase
extremamente critica, pois estd relacionada aos aspectos fisiolégicos e bioquimicos, e
estes associados a fatores ambientais e da propria semente (BEWLEY, 1997;
CARVALHO, NAKAGAWA, 2000; CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004).
Assim, a disponibilidade de dgua e a capacidade de retencdo da dgua absorvida do

substrato pela semente € que determinardo o sucesso da germinagao.

2.3.2 Influéncia da temperatura na germinacao de sementes

Do mesmo modo que a dgua, a temperatura atua diretamente no processo
germinativo, regulando as reacdes metabolicas, j4 que cada uma apresenta exigéncias
térmicas individuais. Um dos principais processos influenciados pela temperatura é a
embebicdo, que neste caso regula a velocidade com que a 4gua transpassa o tegumento
seminal e as membranas celulares (AZEREDO; PAULA; VALERI, 2011).

Sendo a germinacdo das sementes um processo extremamente complexo, no qual

diversas reagdes metabdlicas e fatores individuais estdo envolvidos, destaca-se que a
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temperatura afeta todos estes processos, podendo alterar tanto a porcentagem e quanto a
velocidade de germinagdo (FONSECA; PEREZ, 1999).

Nesse sentido, a germinacdo ocorre em limites bem definidos de temperatura,
dentro dos quais existe uma temperatura em que o processo ocorre com maior eficiéncia,
sendo considerada como 6tima aquela que possibilita a combinac¢do mais eficiente entre
a velocidade e a germinacdo final (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS
FILHO, 2005). Assim, é possivel classificar a temperatura para a germina¢do em trés
faixas: minima, 6tima e maxima (MARCOS FILHO, 2005).

Este fator € varidvel entre as diferentes espécies, estando relacionada a sua
distribuicao geografica. Sendo assim, as sementes de algumas espécies germinam melhor
no regime de temperatura constante, enquanto que as de outras requerem temperaturas
alternadas para germinarem adequadamente (SOCOLOWSKI et al, 2008).

Em ambientes com temperaturas mais elevadas, mais eficiente e rdpido serd o
processo de germinacdo, desde que ndo ultrapasse a temperatura maxima, determinada
para cada espécie (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Temperaturas acima da ideal
podem causar estresse, ocasionando uma inibi¢ao térmica, dorméncia térmica ou até
mesmo perda da viabilidade da semente (SILVA, 2020). Consequentemente, o estresse
térmico causa o retardamento do processo da germinacdo ou mesmo pode canceld-lo
temporariamente em sementes que jd iniciaram seus processos metabolicos (POLLOCK;
ROSS, 1972; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A perda da viabilidade durante a germinacdo sob alta temperatura pode ocorrer
devido a desintegracdo das estruturas proteicas, pois a permeabilidade da membrana €
afetada, alterando a velocidade da dgua e consequentemente prejudicando a absor¢do de
agua das sementes (LIN et al., 2016; PEREIRA et al., 2016).

Da mesma maneira, as altas temperaturas podem provocar a redu¢do da fungdo
enzimatica, danos a membrana, alteracdo do metabolismo energético, sintese de DNA e
vazamento de eletrdlitos e potdssio (RIX et al., 2015). Este extravasamento estd ligado a
aceleracdo dos movimentos moleculares, tornando mais fracas as ligagdes quimicas que
associam o0s 4atomos que formam as moléculas, e as camadas de lipidios das
biomembranas tornam-se mais fluidas, o que ocasiona um aumento do fluxo de material
celular para o meio (BELLO et al., 2008).

O estudo do efeito da alta temperatura na germinacao das sementes pode auxiliar
a prever o comportamento das mesmas no campo em situagdes de estresse térmico,

demonstrando assim a importancia deste tépico.
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO EM SEMENTES

Os estresses abidticos, como por exemplo o déficit hidrico e a alta temperatura,
resultam em alteracdes metabdlicas durante os processos de germinagdo das sementes e
desenvolvimento das plantulas, dentre elas destacam-se o aumento das espécies reativas
de oxigénio (EROs). As EROs podem provocar danos oxidativos em varios componentes
celulares, tais como: proteinas, lipidios e DNA, e como forma de equilibrar as mesmas
nas células, ha o estimulo dos sistemas antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos que
atuam na desintoxicacao de EROs (WANG et al., 2016).

Conceitualmente, radical livre pode ser uma molécula ou um 4tomo que possua
um ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais (GUTTERIDGE; HALLIWELL
2000). Em sua maioria estes radicais estdo na forma de EROs e sdo subprodutos de
reacoes redox (KOVALCHUK, 2010). As EROs s3o normalmente produzidas nas
células, pois do mesmo modo que outros organismos aerdbicos as plantas produzem
radicais livres, os quais sdo um resultado natural de seus processos metabdlicos ligados a
respiracdo, realizados nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos. Entretanto, quando
a planta se encontra sob estresse 0 complexo mecanismo de defesa antioxidante tem seu
funcionamento comprometido, resultando no acimulo das EROs (BARBOSA et al.,
2014).

Quantidades excessivas de EROs podem alterar o metabolismo normal da célula
e causar danos nos cloroplastos, inibir as reacoes fotoquimicas, diminuir a fotossintese e
causar a perda da integridade da célula pela peroxidagdo de lipidios da membrana celular
e degradacdo de proteinas enziméticas e 4cidos nucléicos, podendo levar a destruicdo
oxidativa das células (SCANDALIOS, 1993; VAN BREUSEGEM et al., 2001; LI et al.,
2013). Assim, quando a forma¢do de EROs aumenta além da capacidade dos sistemas de
defesa, da-se o estresse oxidativo e suas consequéncias deletérias (SCANDALIOS,
2005).

O estresse oxidativo pode ser considerado um dos principais fatores responsaveis
pelo declinio do crescimento da planta e, consequentemente, a diminuicdo da
produtividade (FAROOQ et al., 2009; BHATTACHARIJEE, 2010;
KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; LITING et al., 2015).

Para evitar o dano induzido pelo estresse oxidativo as plantas desenvolveram vias
de sinalizacdo coordenadas que lhes permitem perceber alteracdes no ambiente. Por

exemplo, a medida que a temperatura aumenta, ocorre a desnaturacao das proteinas e as
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membranas se tornam mais fluidas, provocando danos nas mesmas e o extravasamento
do seu conteido, ou seja a bicamada lipoproteica das células é afetada em altas
temperaturas ocasionado desorganizacdo dos seus constituintes, assim essa fluidez
induzida por alta temperatura é um fator chave para tais danos (RUELLAND;
ZACHOWSKI, 2010).

Esse complexo sistema de defesa € constituido por enzimas e metabdlitos
antioxidantes que agem conjuntamente no combate ao excesso de EROs (DEWIR et al.,
2006). As enzimas antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos celulares,
contribuem para o controle das EROs evitando a formacao de radicais livres, sequestrando
ou promovendo sua degradacdo, neutralizando o poder destrutivo, prevenindo a
ocorréncia de danos as células das plantas (MITTLER, 2002; SZABADOS; SAVOURE,
2010; MILLER et al., 2010).

Entre as enzimas destacam-se a superdxido dismutase (SOD), a ascorbato
peroxidase (APX) e a catalase (CAT) (MILLER et al.,, 2010; RIVAS; OLIVEIRA;
SANTOS, 2013), cujas funcdes sdo, respectivamente, compostos que bloqueiam o inicio
da oxidagdo (removem as espécies reativas) e moléculas que se unem aos radicais
organicos, sendo consumidas durante as reacdes. Assim, o balanco de atividade entre
SOD, APX e CAT ¢ importante para determinar os niveis de equilibrio da producdo de
radical superdxido e perdxido de hidrogénio (MITTLER, 2002, SHARMA et al., 2012).

Assim, é de grande importancia entender como ocorre € quais as enzimas do
sistema antioxidante enzimatico que sdo ativadas durante o estresse, pois a resposta ao
sistema de defesa antioxidativo indica a tolerancia ao estresse. Somente as plantas que
conseguem ativar o sistema de defesa é que tem crescimento em situacoes de estresse

(ZHENG et al., 2009).

2.4.1 Ascorbato peroxidase (APX)

A APX € considerada a enzima mais importante na eliminagao rapida de H2O2 no
citosol e nos cloroplastos, por possuir alta afinidade com essa molécula, removendo-a
mesmo em baixas concentragdes (INZE; MONTAGU, 1995; MITTLER, 2002). A APX
€ responsavel pela degradacao do H>O> utilizando o ascorbato como substrato e agindo
na defesa de tecidos fotossintéticos contra o estresse fotoxidativo (INZE; MONTAGU,
1995; SHIGEOKA et al., 2002; MARUTA et al., 2016). Pode ser encontrada no citosol
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das células ndo fotossintetizantes, atuando na redu¢do dos niveis de EROs onde ndo existe
atividade da catalase presente (MITTLER, 2002).

As isoenzimas de APX sdo distribuidas em quatro compartimentos celulares
distintos: no estroma e ligadas a membrana dos tilacéides dos cloroplastos; ligada a
membrana nos microcorpos, incluindo glioxissomos e peroxissomos; € no citosol
(SHIGEOKA et al., 2002). Da mesma forma, ha a isoforma de APX ligada a membrana
mitocondrial. Todas estas isoenzimas t€ém uma alta especificidade pelo ascorbato como
doador de elétrons (LEONARDIS, DIPIERRO, DIPIERRO, 2000).

As peroxidases atuam na prevencao e reducdo dos efeitos deletérios causados por
radicais livres e pela peroxidacdo dos lipidios participando de intimeros processos
fisiolégicos (HIRAGA, SASAKI, ITO, OHASHI, MATSUI, 2001). Desta forma, quando
submetidas ao estresse, as plantas aumentam sua atividade da enzima peroxidase que €
considerado uma agdo protetora, pois quebrariam as espécies reativas de oxigénio em

dgua e oxigénio molecular, evitando a peroxidagao dos lipidios.

2.4.2 Catalase (CAT)

As catalases sdo enzimas que convertem o H2O2 em H2O e Oz em plantas e estdo
presentes nos peroxissomas e glioxissomas (DEL RIO et al., 1998). Devido 4 sua ampla
distribuicao e capacidade de degradar rapidamente o per6xido de hidrogénio esta enzima
desempenha um papel fundamental nos sistemas que capacitam os organismos a viverem
em ambientes aerdbicos (MALLICK; MOHN, 2000). E uma das enzimas chave
envolvida na remocdo de perdxidos toxicos nas células quando estes estdo em
concentragdes altas, pois apresenta baixa afinidade pelo H2O> (MITTLER, 2002).

A CAT apresenta funcdo combinada com as SODs, sendo que a CAT converte o
H>O: originado pela atividade da SOD, em H2O e O». Esta enzima € sensivel a luz, a qual
pode ocasionar sua inativacdo, assim como situacdes de estresse promovidas por baixas
ou altas temperaturas e condi¢des que suprimem a sintese proteica também causam sua
inativacao (CATANEO et al., 2008).

As catalases podem ser divididas em trés classes: 1* sao responsaveis por remover
0 H>O» produzido durante a fotorrespiracdo em tecidos fotossintéticos; 2* sao produzidas
em tecidos vasculares; 3* estdo presentes abundantemente em sementes € plantas jovens,
e cuja atividade esta relacionada a remocao do H2O» produzido durante a degradagdo dos

acidos graxos no glioxissoma (RESENDE, SALGADO, CHAVES, 2003).
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2.4.3 Teor de proteinas soliiveis totais

Em situagdes de estresse novas proteinas podem ser sintetizadas para atuar como
sinalizadores e interagir com outras moléculas desencadeando uma resposta contra o
agente estressor (CHAGAS, 2007).

Nas sementes a acdo das proteinas e outras enzimas também marcam o inicio da
germinagdo. As hidrdlises das proteinas de reserva ocorrem de acordo com a atividade
hidrolitica das proteases. As endopeptidases atacam ligacdes peptidicas internas do
polipeptideo, produzindo oligopeptideos que sdo reduzidos aos seus aminodcidos. As
aminopeptidases atuam no terminal amino, e as carboxipeptidases no terminal carboxilico
do peptideo (LABOURIAU, 1983; MUNTZ et al., 2001).

Assim durante o processo de germinagao as proteinas de reserva sdo consumidas,
demonstrando a importancia da mesma para o inicio do desenvolvimento da plantula. A
concentracao das reservas € importante como fonte de energia para ocorrer a germinagao
e o crescimento da plantula, assim as proteinas de reserva podem suprir os aminodcidos,
produzir substincias de substratos respirdveis ou participar de outros processos
(LABOURIAU, 1983; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Nas sementes de trigo o acimulo de proteinas ocorre no endosperma, e a sintese
das proteinases ocorre principalmente na camada de aleurona. Por sua vez, estas enzimas
hidrolisam as proteinas do endosperma durante a germina¢ao convertendo as mesmas em
amidas (glutamina e asparagina) e deslocam-se para o eixo em crescimento (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004). Durante a fase de desenvolvimento das sementes a concentragao
de nutrientes é alta (DONKOR et al., 2012; PAJAK et al., 2014).

Como os principais componentes quimicos das sementes, responsdveis pela
embebicdo, sdo as proteinas, e, em menor intensidade, a celulose e substancias pécticas;
o amido e os lipidios apresentam interferéncia reduzida no processo. As substancias sdo
mobilizadas durante a germinacao, € no decorrer do desenvolvimento das plantulas seus
produtos de degradacgdo sao usados para diferentes propdsitos, como a geracao de energia
e a producdo de matéria-prima para a constru¢do de novas células e tecidos
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Sob o ponto de vista fisioldgico, as reservas acumuladas sdo responsdveis pelo
fornecimento de nutrientes e energia necessarios para a plena manifestacdo das funcdes

vitais das sementes (MARCOS FILHO, 2005). Essas reservas presentes nas sementes sao
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utilizadas pelo embrido como fonte de energia e substrato para estruturas celulares
(PONTES et al., 2002). Desta maneira, a principal func¢do das proteinas € a protecdo das
estruturas celulares e subcelulares contra danos oxidativos.

Com o intuito de obter informagdes que possam elucidar como os mecanismos de
respostas bioquimicas atuam sob o estresse nas plantas, a busca por informagdes de quais
substincias e como estdo envolvidas nesse processo € importante, pois podem ser
utilizados como indicadores de sua tolerancia ao estresse.

Diversos estudos t€m sidos realizados com a finalidade de se obter respostas
quanto aos mecanismos de defesa das plantas ao estresse abidtico, particularmente devido
as inimeras possiveis aplicacdes em programas de melhoramento genético de espécies

cultivadas (WANG, VINOCUR, ALTMAN, 2003; ZHU, 2001; CARGNIN et al., 2006;
CARGNIN et al. 2007; RIBEIRO et al., 2012).

2.5 ESTRESSES ABIOTICOS NA GERMINACAO DAS SEMENTES

O teste de germinagdo € uma ferramenta que fornece informagdes sobre o
potencial maximo de germinacdo das sementes sob condi¢des Gtimas de ambiente, ou
seja, de temperatura, disponibilidade de 4gua e aeracdo, desta maneira este teste é
utilizado rotineiramente em laboratdrios para a avaliagdo da qualidade fisiolégica de
sementes (MARCOS FILHO, 2005; BRASIL, 2009). Entretanto, em condi¢des de
campo, as sementes podem ser afetadas por condi¢des desfavordveis tais como o estresse
hidrico ou térmico, o que comprometem a emergéncia das plantulas (RODO;
PANOBIANCO; MARCOS FILHO, 2000).

Diversos estudos com sementes t€m sido conduzidos sob condi¢des de deficiéncia
hidrica, utilizando solu¢des osméticas para simular um ambiente com pouca umidade.
Dentre estas, pode-se citar o polietilenoglicol [H(OCH>CH2),OH], um composto
quimicamente inerte e ndo toxico, que € usado em quantidades especificas, como agente
osmoético para simular condigdes de déficit hidrico (PARMAR; MOORE,1968;
JAJARMI, 2009).

Quando as sementes sdo colocadas em contato com uma solugdo aquosa de um
composto quimicamente inerte, mas osmoticamente ativo, como € o caso do PEG 6000,
elas iniciam normalmente a embebicdo. Ainda, segundo o mesmo autor, paralisam o

processo assim que entram em equilibrio com o potencial osmético da solucdo, e dessa



34

forma a porcentagem e a velocidade de germinagdo sdo afetadas na medida em que
diminui o potencial hidrico (MARCOS-FILHO, 2015).

Os testes de germinagdo utilizando solugdes polietilenoglicol t€m sido
empregados para simular condi¢des de estresse hidrico em diferentes culturas, como em
trigo (DHANDA; SETHI; BEHL, 2004; ALMAGHRABI, 2012; GIROTTO et al., 2012),
milho (ABREU et al., 2014), soja (BRACCINI et al., 1996; SILVA, RODRIGUES,
VIEIRA, 2006; SCHUAB et al., 2007; TEXEIRA et al., 2008), feijao-caupi (PAIVA et
al., 2018), nabica e fedegoso (PEREIRA, CATAO, CAIXETA, 2020) tomate (FLORIDO
et al., 2018), rabanete (MAHESH et al., 2013) girassol (BARROS; ROSSETTO, 2009),
algodao (MENESES et al., 2011), milho (TONIN et al., 2000), arroz (PIRDASHTI et al.,
2003), beterraba (SADEGHIAN; YAVARI, 2004.

Essa simulacao de déficit hidrico pode auxiliar na identificacdo de cultivares com
elevado nivel de resisténcia a esta condi¢cdo, uma vez que sementes mais tolerantes ao
estresse apresentam maior germinagao e vigor (VAZQUEZ, 1995).

Assim, diversos trabalhos estudaram o efeito da temperatura na germinagdo das
sementes, como por exemplo, em trigo (HAMPSON, SIMPSON, 1990), Arabidopsis
(TOH et al., 2008), arroz (LIU et al., 2015; LIU et al., 2019), girassol mexicano (WEN,
2015), Baccaurea ramiflora (WEN et al., 2016), milho (ZHOU et al., 2018), rabanete e
pinheiro-acucareiro (MURPHY; NOLAND, 1982), manjericao doce (RAMIM, 2006),
Origanum compactum. (Benth) (LAGHMOUCHI et al., 2017).

Estresses abidticos causam perdas econdmicas na agricultura, limitando o
rendimento e a produgdo das colheitas. Como consequéncias das mudangas climaticas,
verificam-se diferentes combinacdes de estresse abidtico, o que t€ém gerado um enorme
impacto sobre as culturas, e a extensdo dos danos causados a agricultura por diferentes
combinagdes de estresse € relatada por varios autores como (MITTLER, 2006;
MITTLER; BLUMWALD, 2010; SUZUKI et al., 2014; ZANDALINAS et al., 2017),
em cinco diferentes espécies de pastagens alpinas (BOECK et al., 2016), na compreensao
das respostas fisiologicas, metabdlicas e moleculares de milho, arroz e pebnia a uma
combinacdo de diferentes condi¢des de estresse abidtico (HU, et al., 2015; LIU et al.,
2015; ZHANG et al., 2015).

Nos tltimos anos esfor¢os adicionais foram feitos para investigar as respostas das
plantas aos diferentes estresses combinados (SUZUKI et al., 2014; ZANDALINAS et al.,

2017). Entre as combinagdes de estresse abiodtico o déficit hidrico e as altas temperaturas
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sdo consideradas as mais frequentes, pois afetam drasticamente os sistemas agricolas
globais (BARNABAS, JAGER, FEHER, 2008).

A resposta das plantas ao estresse combinado é diferente da exposi¢do a uma tnica
fonte de estresse (MITTLER, 2006). Assim, embora diversas pesquisas sobre estresse
abidtico tenham sido desenvolvidas na cultura do trigo como tolerancia a seca
(BAHIELDIN et al.,, 2005; VENDRUSCOLO et al., 2007; DATLA et al., 2014),
tolerancia térmica (FU et al., 2008; XUE, DRENTH, MCINTYRE, 2014; QIN et al, 2016;
Lletal., 2016), além da tolerancia ao sal, a seca e ao congelamento (PELLEGRINESCHI
et al., 2004), tolerancia a seca e ao estresse salino (SAAD et al., 2013), relativamente
sdo poucas as informagdes sobre o comportamento da germinag¢do das sementes sob
estresses combinados de seca e alta temperatura.

Além dos resultados relacionados ao teste de germinagdo, outro indicativo da
resposta das sementes aos estresses abidticos impostos é a avaliagdo da atividade
enzimdtica e do teor de proteinas das plantulas. Vdrios trabalhos relataram que a
capacidade das plantas de equilibrar a producdo e eliminacdo de EROs estéd associada a
uma maior toleriancia a diferentes estresses ambientais (HERNANDEZ, JIMENEZ,
MULLINEAUX, SEVILIA, 2000; LIN et al., 2004; ARBONA et al., 2008; MARTINEZ
et al., 2016).

Destaca-se que a expressdao de diferentes proteinas e enzimas sequestrantes de
EROs e o acumulo de diversos antioxidantes exibem um mecanismo unico de resposta
durante a combinagao de estresse que € diferente daquele encontrado em resposta a cada
estresse individual (RIZHSKY, LIANG, MITTLER, 2002; RIZHSKY et al., 2004;
KOUSSEVITZKY et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2012; PRASCH; SONNEWALD,
2013; RIVERO et al., 2013; PANDEY, RAMEGOWDA, SENTHIL-KUMAR, 2015; JIN
etal., 2016; SUZUKI et al., 2016; ZANDALINAS et al., 2016). Assim, o papel da defesa
antioxidante envolvendo enzimas eliminadoras de EROs na tolerincia das sementes de
trigo sob combinacdo de déficit hidrico e alta temperatura é pouco conhecido.

As respostas aos estresses podem variar entre as cultivares e até quando se
comparam lotes de niveis distintos, sendo que de acordo com a literatura lotes de maior
vigor sdo mais tolerantes a germinagao sob estresse abidtico.

Portanto, a andlise das diferencas na tolerancia do trigo a seca, altas temperaturas
supradtimas e a combinacdo desses estresses beneficiaria muito o entendimento da
germinagdo das sementes sob essas condi¢des € poderia beneficiar o desenvolvimento de

novos cultivares de trigo com maior tolerancia ao estresse.
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3 ARTIGO

PROCESSO GERMINATIVO E ATIVIDADE ENZIMATICA DE
SEMENTES DE TRIGO EM RESPOSTA A COMBINACAO DE
ESTRESSES HIDRICOS E TERMICOS

3.1 RESUMO

Fatores abidticos como os estresses hidricos e térmicos, isolados ou associados, limitam
a germinacdo, o numero de plantulas estabelecidas e o seu crescimento e
desenvolvimento. Além disso, a resposta das plantas aos estresses combinados € diferente
da exposicao a uma unica fonte de estresse. Assim, objetivou-se com o avaliar o processo
germinativo das sementes e a atividade enzimdtica das plantulas de trigo submetidas a
germinacdo sob diferentes potenciais hidricos e temperaturas supradtimas (acima de 20
°C), isolados ou associados. Foram utilizados quatro lotes de sementes de trigo, da
cultivar IPR-Catuara, selecionados por apresentarem qualidade fisica e germinacgdo
semelhante, para tanto, os lotes foram caracterizados pelos testes de teor de 4gua, massa
de 1000 sementes, germinacdo, primeira contagem da germinagdo, emergéncia de
plantulas em areia e indice de velocidade de emergéncia. Na avaliacdo da resposta dos
lotes de trigo aos estresses abidticos, as sementes foram colocadas para germinar nos
potenciais hidricos de 0,000 (zero), -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa, associados as
temperaturas de 20, 24, 28 e 32 °C, totalizando 16 tratamentos. Foram avaliadas as
caracteristicas: plantulas normais aos quatro e oito dias e as plantulas anormais e sementes
mortas ao final do teste de germinagdo; a atividade das enzimas catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX), e o contetido de proteina da parte aérea e da raiz das
plantulas de trigo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes, em esquema fatorial 4x16, sendo quatro lotes de sementes de trigo e 16
combinacdes dos estresses hidrico e térmico. Na comparacdo de médias utilizou-se o teste
de Scott-Knott a 5%. A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada a matriz
original formada pelos 16 tratamentos, e considerando-se a média dos quatro lotes.
Realizou-se também a anélise de agrupamento hierdrquico. Lotes de sementes de trigo de
maior vigor sdo mais tolerantes aos estresses hidrico e térmico. O trigo tolera
temperaturas até 28 °C e reducdo dos potenciais hidricos até -0,223 Mpa combinados sem
comprometimento da sua germina¢do. A combinagdo de temperatura de 32 °C e potencial
hidrico de -0,223 Mpa diminuiu a porcentagem de germinacdo e aumentou as plantulas
anormais e sementes mortas. Independentemente da temperatura o potencial hidrico de -
0,444 Mpa diminui a porcentagem e a velocidade da germinagdo. Ocorre aumento da
atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) quando as plantulas sdo submetidas a
combinacdo de estresse hidrico e temperatura supradtimas ou a qualquer uma das duas
condicdes de estresse aplicadas individualmente, sendo assim acionada como mecanismo
de defesa ao estresse oxidativo resultante dos estresses hidrico e térmico.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.; alta temperatura; déficit hidrico; estresses
multiplos; potencial fisiolégico.
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3.2 ABSTRACT

Abiotic factors such as water and thermal stresses, isolated or associated, limit
germination, the number of established seedlings and their growth and development. In
addition, the response of plants to combined stresses is different from exposure to a single
source of stress. Thus, the objective of this experiment was to evaluate the germination
process of seeds and the enzymatic activity of wheat seedlings submitted to germination
under different water potentials and supra-optimum temperatures (above 20 °C), isolated
or associated. Four lots of wheat seeds, from the cultivar IPR-Catuara, were used, selected
for their physical quality and similar germination. For that purpose, the lots were
characterized by tests of water content, mass of 1000 seeds, germination, first count of
germination, seedling emergence in sand and emergence speed index. In assessing the
response of wheat batches to abiotic stresses, seeds were placed to germinate in water
potentials of 0,000 (zero), -0,075, -0,223 and —0,444 Mpa, associated with temperatures
of 20, 24, 28 and 32 °C, totaling 16 treatments. The characteristics were evaluated: normal
seedlings at four and eight days and abnormal seedlings and dead seeds at the end of the
germination test; the activity of the enzymes catalase (CAT) and ascorbate peroxidase
(APX), and the protein content of the aerial part and root of wheat seedlings. The
experimental design was completely randomized, with four replications, in a 4x16
factorial scheme, with four lots of wheat seeds and 16 combinations of water and thermal
stresses. In the comparison of means, the Scott-Knott test at 5% was used. The principal
component analysis (PCA) was applied to the original matrix formed by the 16
treatments, and considering the average of the four batches. The hierarchical cluster
analysis was also carried out. Lots of wheat seeds of greater vigor are more tolerant to
water and thermal stresses. Wheat tolerates temperatures up to 28 °C and reduced water
potential down to -0.223 Mpa combined without compromising germination. The
combination of temperature of 32 °C and water potential of -0.223 Mpa decreased the
percentage of germination and increased the abnormal seedlings and dead seeds.
Regardless of the temperature, the water potential of -0.444 Mpa decreases the percentage
and speed of germination. There is an increase in the activity of the enzyme ascorbate
peroxidase (APX) when the seedlings are subjected to a combination of water stress and
supra-optimum temperature or to any of the two stress conditions applied individually,
thus being activated as a defense mechanism against oxidative stress resulting from water
stress. and thermal.

Key-words: Triticum aestivum L.; high temperature; water deficit; multiple stresses;
physiological potential.

3.3 INTRODUCAO

Com as mudangas climéticas, resultantes da constante elevacdo do aquecimento
global, prevé-se um aumento da ocorréncia de eventos extremos com secas, inundagoes
e ondas de calor mais frequentes e, neste cendrio o estresse por altas temperaturas e secas
se tornam ainda mais importantes para o cultivo de plantas. Segundo dados do Painel
Intergovernamental de Mudancas Climéticas - [IPCC o aquecimento projetado para o final

deste século pode variar entre 1,5 e 4,8 °C, sendo que diversos estudos t€ém demonstrado
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que a producido agricola serd grandemente afetada, com maior interferéncia nas regides
tropicais e subtropicais, tendo em vista, o aumento no periodo de secas e acréscimos na
temperatura influenciando diretamente a produtividade (DAI, 2013; IPCC, 2014;
ZANDALINAS et al., 2018).

O trigo (Triticum aestivum L.) € um importante cereal para a alimentacdo humana,
€ a cultura agricola mais cultivada no mundo, com producao estimada em 774 milhdes de
toneladas (MICHEL, SCUZE, 2018, USDA, 2021). Seu desenvolvimento é dependente
da temperatura média do ar durante o ciclo de cultivo (SILVA et al., 2011). Santi et al.
(2017) e Fallahpour et al. (2012) destacam a temperatura sendo a principal responsavel
pela limita¢do do niimero de decéndios aptos a semeadura.

A germinacdo e o crescimento inicial das plantas sdo afetadas por diversos
estresses abidticos. Entre eles, a dgua, a temperatura e a aeracdo sdo os fatores que
exercem as maiores influéncias nesses processos (AL — BADAIRI, 2013). Ainda, a
respostas aos estresses pode variar entre as cultivares e até quando se comparam lotes de
niveis distintos, sendo que, de acordo com a literatura, lotes de maior vigor normalmente
sd0 mais tolerantes a germinacao sob estresse abiotico (MARCOS FILHO, 2015).

A disponibilidade de dgua do solo é um dos fatores necessdrios para a iniciacao
do processo germinativo e estd direta e indiretamente envolvida em todos 0s processos
metabolicos subsequentes. Assim, € primordial nas reagdes enzimdticas, solubilizagdo e
transporte de metabdlicos, na digestao das proteinas hidroliticas, lipideos, carboidratos, e
nos tecidos de armazenamento da semente, sendo que sua falta pode afetar eventos
fisiol6gicos, morfogénicos e bioquimicos no interior da semente (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; FERREIRA et al., 2015; TAIZ et al., 2017).

A temperatura age sobre a velocidade de absor¢do de 4gua e sobre as reacdes
bioquimicas que determinam todo o processo germinativo (FERREIRA; BORGHETT]I,
2004; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; AL-SHEBLY,2020). A restricio na
disponibilidade hidrica geralmente estd associada as altas temperaturas e a combinagao
simultanea de ambos fatores tem efeitos negativos nos processos fisioldgicos dependendo
da severidade e duragdo. Podem também ocasionar reducao na germinacao total e resultar
em emergeéncia tardia e /ou plantulas anormais (ANTOLIN et al., 2008), além de trazer
consequéncias drasticas, como o estresse osmotico, desequilibrio nutricional, reduzir a
taxa de fotossintese das plantas e limitar o crescimento e desenvolvimento das plantas

(SUZUKI et al., 2014; RAMEGOWDA; SENTHIL-KUMAR, 2015; MAHALINGAM,
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2015; DIKILITAS, YUCEL, DERVIS, 2017; DIKILITAS, KARAKAS, AHMAD, 2018;
MARTINEZ et al., 2018).

Assim, os estresses abidticos resultam em alteracdes metabdlicas durante os
processos de germinacdo das sementes e crescimento das plantulas, dentre elas destacam-
se 0 aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo que a resposta ao sistema
de defesa antioxidativo indica tolerincia ao estresse. Somente as plantas que conseguem
ativar o sistema de defesa € que tem crescimento em situacdes adversas (ZHENG et al.,
2009).

A producdo das EROs é uma das primeiras respostas bioquimicas das plantas
sinalizadoras de estresse (RUELLAND; ZACHOWSKI, 2010; ANJUM et al., 2011), as
quais quando produzidas em desiquilibrio causam danos oxidativos as membranas
celulares (peroxidacdo lipidica), proteinas, moléculas de RNA e DNA e, finalmente, a
morte da célula (KARUPPANAPANDIAN et al. 2011; BHATTACHARIEE et al. 2012;
FOYER, NOCTOR, 2013; VAAHTERA et al.,, 2014; CONSIDINE, SANDALIO,
FOYER, 2015; DIETZ, 2015; MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016). A sinaliza¢do das
EROs € principalmente com base em um equilibrio entre producdo e eliminagdo, que
ocorre nas plantas, sendo que a capacidade antioxidante € importante para manter uma
concentracdo de EROs intercelular equilibrada, evitando os potenciais danos causados
aos componentes celulares (BHATTACHARIJEE, 2010; ANJUM et al., 2011).

Uma das respostas imediatas da planta ao estresse oxidativo € remover as EROs,
para tanto utiliza-se de mecanismos bioquimicos, moleculares e genéticos para evitar ou
tolerar o estresse, pelo estimulo dos sistemas antioxidantes enziméticos e ndo enziméatico
que desempenham um papel critico na desintoxicagdo das EROs (KUSVURAN,
ELLIALTIOGLU, POLAT, 2013; VAAHTERA et al, 2014; CONSIDINE,
SANDALIO, FOYER, 2015; MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016; KAUR et al., 2016;
WANG, LI, LI, 2016).

Essas enzimas sao proteinas desintoxicantes que catalisam reagdes quimicas e
ajustam todas as reagdes bioquimicas, assim, sdo essenciais para a manuten¢do adequada
de qualquer organismo, estdo presentes em diferentes compartimentos celulares e
auxiliam no controle das EROs nas células, o que confere um estddio de homeostase redox
no sistema. Destacam-se entre as enzimas antioxidantes a ascorbato peroxidase (APX) e
a catalase (CAT) (MITTLER, 2002; KIM et al.,, 2010; DINAKAR, DJILIANOV,
BARTELS, 2012).
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Um exemplo da acdo das EROs, € quando da formacdo do perdxido de
hidrogénio, ele é sequestrado, conseguinte degradado, resultando em H>O e O; pela CAT
nos peroxissomos e pela APX nos cloroplastos (FAVARETTO et al., 2011), assim
segurando a ocorréncia de danos as células das plantas (SERKEDJIEVA, 2011). O nivel
de danos oxidativos nas células depende de qudo eficiente sdo as plantas na ativacdo
dessas enzimas antioxidantes (ESPOSITO et al., 2018; FAVARETTO et al., 2011).

A resposta das plantas ao estresse combinado € diferente da exposi¢ao a uma tnica
fonte de estresse. Por exemplo, uma onda de calor simultanea durante um periodo de seca
pode levar a mais evaporagdo da dgua do solo, resultando em condicdes de seca agravadas
e aumento da perda de rendimento da safra. Além disso, a seca e o estresse térmico t€ém
efeitos sinérgicos na fisiologia da planta, resultando em um maior impacto liquido
negativo manifestado como redugdes drasticas de producao (MITTLER, 2006). Assim,
embora diversas pesquisas sobre estresse abidtico tenham sido desenvolvidas na cultura
do trigo (BAHIELDIN et al., 2005; FRANCES et al., 2006; LUO, LI, WANG, 2008),
relativamente sdo poucas as informacdes sobre o comportamento da germinacdo das
sementes e crescimento inicial das plantulas sob condicdes de estresses combinados de
restricdo hidrica e altas temperaturas.

Ainda, entender como as plantas respondem ao estresse abidtico, seja por seca ou
alta temperatura, ou combinados, e qual a correlacdo com a germinacdo das sementes, e
com a atividade do sistema enzimatico de defesa, permitiria a compreensao das estratégias
de sementes para germina¢do sob condi¢des de estresse.

Assim, objetivou-se avaliar o processo germinativo das sementes e a atividade
enzimatica das plantulas de trigo submetidas a germinagdo sob diferentes potenciais

hidricos e temperaturas supradtimas (acima de 20 °C), isolados ou associados.

3.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand —
IAPAR-EMATER (IDR-Parand), em Londrina-PR, no Laboratério de Sementes da Area
de Propagacio Vegetal e no Laboratério de Fisiologia Vegetal, na Area de
Agrometeorologia, Ecofisiologia e Tecnologia de Alimentos.

Foram utilizados quatro lotes de sementes de trigo do cultivar IPR Catuara

RNC/MAPA, N°. 27495, em 11/03/2011 (L1, L2, L3 e L4) fornecidas pelo IDR-Paran4,
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com germinagdo inicial semelhantes superior a 80% e dentro dos padrdes de
comercializacdo para a espécie. Os lotes foram caracterizados quanto a sua qualidade
fisica e fisioldgica pelos seguintes testes:

Germinagdo: Realizado com quatro repeti¢des de 50 sementes, colocadas em rolos
de papel toalha previamente umedecidos com dgua destilada na proporcao de 2,5 vezes o
peso do papel seco. Os rolos foram acondicionados em germinador tipo Biochemical
Oxigen Demand (B.0.D.) a temperatura de 20° C. As avaliagdes consistiram na contagem
do ndmero de plantulas normais no quarto (primeira contagem - PC) e oitavo dia apds a
montagem do teste (germinagdo total — G (%)), quando também foram contabilizados o
total de plantulas anormais e sementes mortas (BRASIL, 2009). Os resultados foram
expressos em porcentagem.

Emergéncia de plantulas em areia: conduzido com quatro repeticdes de 50
sementes, distribuidas na profundidade de 1 cm, em caixas de plastico (11 cm x 11 cm X
3,5 cm) contendo areia. Foram realizadas contagens didrias do nimero de plantulas
emergidas (maior que 5 mm) até a estabilizacdo e determinacdo da porcentagem de
emergéncia. Para o cdlculo do Indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi utilizada a
férmula proposta por Maguire (1962).

Teor de dgua: Determinado pelo método da estufa a 105°C +3°C durante 24 horas
(BRASIL, 2009), utilizando-se duas repeti¢des de 100 sementes.

Massa de mil sementes: Obtida mediante a contagem e pesagem de oito repetigdes
de 100 sementes por tratamento. A média desses valores foi multiplicada por 10 para
obtencdo do valor da massa de 1.000 sementes (BRASIL, 2009), a apds ajustada para o
teor de dgua de 13%.

Os lotes selecionados apresentaram germinagdo semelhantes de acordo com os

resultados da caracterizagdo inicial (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo fisica e fisiologica das sementes dos quatros lotes de trigo
cultivar IPR-Catuara utilizados no experimento.

Lotes
Testes CV (%)
L1 L2 L3 L4
Primeira contagem (%) 92 b 99 a 97 a 97 a 2,98
Germinagao (%) 96 a 99 a 97 a 97 a 2,31
Indice de velocidade emergéncia 15a 14 a 15a 13b 8,21
Emergéncia de plantulas em areia (%) 94b 100a 100a 96b 1,87
Teor de dgua (%) 109a 10,5b 10,4b 11,0a 1,57
Massa de mil sementes (g) 52 a 50b 47 ¢ 51b 2,32

*Médias seguidas de letras minusculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Entretanto apresentaram diferencas de vigor, verificada pelos testes de primeira
contagem, emergéncia em areia, indice de velocidade de emergéncia e massa de mil

sementes, sendo que os lotes 2 e 3 com maior vigor que os lotes 1 e 4 (Tabela 1).

3.4.1 Germinacao sob diferentes potenciais hidricos e temperaturas supraétimas

As sementes de trigo dos quatro lotes da cultivar I[PR Catuara foram colocadas para
germinar seguindo os mesmos procedimentos descritos para o teste de germinagdo, e o invés
do umedecimento do papel com dgua destilada, utilizaram-se solucdes com diferentes
concentracdes de polietileno glicol 6000 (PEG 6000) para simular os potenciais hidricos
(Tabela 2), pré-determinados: 0,00000; - 0,075; - 0,223 e - 0,444 MPa (MICHEL,;
KAUFMANN, 1973). As solu¢des de PEG foram realizadas com a dilui¢do do PEG 6000 em
agua destilada a 20 °C.

Tabela 2. Quantidade de soluto utilizado na preparagdo de solucio dos diferentes potenciais
hidricos com Polietileno glicol (PEG) 6000, a temperatura de 20° C.

Concentracdo de PEG 6000 Potencial hidrico Potencial hidrico
(g. LH0™" (bar) (MPa)
0 0,00 0,000
60 -0,75 -0,075
120 -2,23 -0,223
180 -4,44 -0,444

* Por meio da equagdo proposta por Michel; Kaufmann (1973). wos = - (1,18 x 102) C — (1,18 x 10*) C2 + (2,67 x 10
4 CT + (8,39 x 107) C? T, em que: yos = potencial hidrico (bar ou MPa); C = concentragio (gramas de PEG 6000/L de
agua); T = temperatura (°C).

Na avalicdo da germinagdo sob diferentes temperaturas testaram-se 20 °C
(temperatura 6tima) e 24, 28 e 32 °C (temperaturas supradtimas). As sementes foram
colocadas para germinar seguindo os mesmos procedimentos descritos para o teste de
germinacdo, com o umedecimento do papel com dgua destilada, e também com as
solugdes de PEG 6000 nas concentragdes anteriormente mencionadas (Tabela 2).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
fatorial 16 x 4, com quatro repeticdoes, sendo 16 estresses abidticos obtidos pela
combinacdo de quatro potenciais hidricos (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa) e quatro
temperaturas (20, 24, 28 e 32 °C) x quatro lotes de sementes de trigo.

Os tratamentos foram avaliados pela porcentagem de plantulas normais, anormais
e sementes mortas no oitavo dia apés a instalacio dos testes de germinagdo, consistiram
na contagem do nimero de plantulas normais no quarto (primeira contagem - PC) e oitavo

dia ap6és a montagem do teste (germinacdo total — G (%)), quando também foram
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contabilizados o total de plantulas anormais e sementes mortas (BRASIL, 2009). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

3.4.2 Analises bioquimicas nas plantulas germinadas em condicoes de estresses

abioticos

Foram avaliadas o conteddo de proteina total e as atividades das enzimas
antioxidantes catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) e das plantulas de trigo.

As andlises foram realizadas com o extrato bruto das plantulas de trigo dos 4 lotes,
postas para germinadas nas mesmas condi¢des supramencionadas (16 combinacdes de
potenciais hidricos e temperaturas). Para tanto, apds 8 dias da instalagdo dos testes de
germinacdo as plantulas normais de cada tratamento, com quatro repeticdes, foram
separadas em parte aérea e radicular, retirando-se aproximadamente 2 gramas de amostra.
O material vegetal foi entdo acondicionado em sacos de papel devidamente identificados
e levados para o congelamento rdpido em ultra freezer a temperatura -80 °C para
preservacdo da integridade das moléculas proteicas e atividade das enzimas.

Posteriormente 0,500 g do material vegetal foi macerado em almofariz de
porcelana, na presenga de nitrogénio liquido. Em seguida, adicionou-se 10 mL do tampao
fosfato de potdssio de potdssio SO mM (pH 7,0) e 1% (p/v) de polivinilpolipirrolidona. O
homogenato foi centrifugado por 10 min a 7500 rpm a 4°C, obtendo-se o extrato bruto
das amostras. O sobrenadante, considerado a fracdo de proteinas soliveis totais, foi
coletado, transferido para Eppendorfs de 2mL e armazenado para posteriormente usado
como um extrato bruto para determinar as atividades das enzimas.

A determinacdo do conteddo de proteinas soliveis totais, foi realizada pelo
método descrito por Bradford (1976). O método é baseado na mudanga da coloracdo do
reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 quando ligado a proteina. Os extratos
congelados foram lentamente descongelados em banho de gelo (+4 °C). Foram utilizadas
aliquotas de 30 uL (parte aérea) e 120 uL dos extratos (radicula), que foram transferidos
para tubos de ensaio, adicionados 570 uL e 480 uL de 4dgua destilada respectivamente.
2,4 mL do reagente de Bradford (0,100 mg de Coomassie brilliant blue G-250 + 50 mL
de etanol 95 % + 100 mL 4cido fosforico 85 % + H20 para 1000 mL) foram adicionados
ao meio de reacdo. Apods leve agitacdo realizou-se leitura da reagdo em espectrofotometro
Evolution 300 UV-VIS, a 595 nm. A concentracdo de proteinas totais foi obtida pela

comparacdo das leituras, com as obtidas em curva padrdo onde a proteina utilizada foi a
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Albumina Sérica Bovina (BSA 0 — 15 pg. uL™!"). A concentracdo de proteinas soltveis foi
expressa em mg de protefna. g”' MF (matéria fresca).

A andlise da atividade da CAT foi determinada segundo a metodologia proposta
por Peixoto et al., (1999), com modificacdes. Para tanto, adicionou-se 200 uL do extrato
enzimatico em 2,8 mL de tampdo fosfato de potdssio monobasico S0 mM (pH 7,0 +
0,lmM EDTA), para zerar o aparelho. Em seguida, adicionou-se 200 pL do extrato
enzimdtico em 2,8 mL de tampao fosfato contendo 15 mM de Peréxido de Oxigénio (0,5
M). Para cada amostra foram realizadas duas leituras a 240 nm no modo Kinect em
espectrofotometro Evolution 300 UV-VIS, com 8 ciclos de 30 segundos. A atividade
enzimatica foi determinada pela decomposi¢do do H>O> durante 1 min, considerando o
coeficiente de extincdo molar do H>O> de 36,0 M'.cm’! para calcular a atividade da
enzima, expressa em mmol H>O, mg! proteina min! (CAT) quando considerado o teor
de proteina e em mg de proteina. g MF min"! (CAT MF) quando expressa em massa fresca.

A atividade de APX foi determinada de acordo com o método de Peixoto et al.
(1999) com algumas modificacdes, onde a presenca de APX no extrato bruto diminui a
concentracdo de peroxido de hidrogénio do meio, pela reducdo do dcido ascorbico
fornecido. Para tanto, aliquotas de 100 uL dos extratos foram transferidas para tubos de
ensaio, adicionando-se 2,8 mL de tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,0, contendo
acido L-ascorbico 0,5 mM. O experimento foi iniciado pela adi¢dao de 100 uL H2O2 1,0
mM ao meio de reacdo, observando o decréscimo da leitura no intervalo de 15 segundos,
por 2 minutos a absorbancia de 290 nm em espectrofotometro. Adicionalmente, leituras
de tubos controles, com e sem a amostra, na auséncia de peréxido de hidrogénio, foram
realizadas. A atividade da enzima foi calculada usando coeficiente de extingdo molar de
2,8 mM.cm™. Os valores expressos em unidades de atividade por minuto por miligrama
de matéria fresca (MF) (UA.min'.mg MF"'), sendo uma unidade de atividade
representada pela quantidade de enzima que catalisa a oxidacdo de um micromol de

ascorbato.
3.4.3 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢oes.
A andlise de variancia foi realizada em fatorial 16 tratamentos x 4 lotes, sendo os 16
tratamentos a combinacdo de temperatura (T) (20, 24, 28 e 32°C) e potenciais hidricos

(wn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa), com a comparacao de médias pelo teste de
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Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar®
(Ferreira, 2011). A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada a matriz original
formada pelos dezesseis tratamentos, considerando-se a média dos quatro lotes. Realizou-
se a andlise de agrupamento hierdrquico usando distancia Euclidiana e Algoritmo de
Ward para identificar a formacdo de grupos entre os tratamentos, utilizou-se o software

estatistico XLStat para realizar as andlises.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Germinacao sob diferentes potenciais hidricos e temperaturas supraétimas

A anélise de variancia de plantulas normais na primeira contagem do teste de
germinacdo, germinagdo total, plantulas anormais e sementes mortas do teste de
germinacdo mostraram interagdo significativa entre os fatores avaliados (Tabela 3). Os
coeficientes de variacdo (CV%) obtidos para plantulas normais na primeira contagem e
total foram adequados para esse tipo de experimento, ja para plantulas anormais e
sementes mortas os valores foram mais altos que os dos testes anteriores, pois se tratavam
de dados com valores zero, e que ndo sofreram transforma¢do (PIMENTEL-GOMES,
2009; SCHIMILDT et al., 2017).

A interacdo significativa entre as combinagdes de estresses (térmico e hidrico) e
os lotes de sementes para todas as varidveis analisadas, indicaram que os lotes se
comportaram de maneira diferente de acordo com a condicao de estresse abidtico. Esse
comportamento € justificado pela diferenca de vigor entre os lotes, observada pelos testes
de emergéncia de plantulas em areia e primeira contagem do teste de germinacao, os quais
demonstraram que o Lote 1 apresentou menor vigor que os demais, seguido pelo lote 4,
e os lotes 2 e 3 com maior vigor (Tabela 1).

Destaca-se que lotes com vigor distintos podem apresentar respostas diversas em
relacdo as condi¢des ambientais a que s@o submetidos, como pode ser observado no
trabalho de Silva et al. (2011) que ao analisarem a influéncia do estresse hidrico em
sementes de cenoura de lotes distintos constataram que houve diferencga entre os lotes de

sementes, destacando que sementes mais vigorosas sao menos afetadas pelo estresse.
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Tabela 3. Resultados das andlises de variancia de quatro lotes de sementes de trigo

submetidas aos tratamentos com diferentes combinacdes de temperaturas (T) (20,

24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Primeira Contagem do Teste de Germinacio (%)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc

LOTE 3 6494,67 2164,89 67,57 0,00

TRAT 15 180649,28 12043,28 375,88 0,00

LOTE*TRAT 45 6851,27 152,25 4,72 0,00

Erro 192 6151,75 32,04

Total corrigido 255 2000146,96

CV (%) = 7,17

Média geral: 78,99  Numero de observagdes: 256
Germinacao Total (%)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc

LOTE 3 5260,07 1753,36 89,86 0,00

TRAT 15 27690,84 1846,06 94,61 0,00

LOTE*TRAT 45 5357,24 119,05 6,10 0,00

Erro 192 3746,25 19,51

Total corrigido 255

CV (%) = 4,95

Média geral: 89,27 Numero de observagdes: 256

Plantulas Anormais (%)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc

LOTE 3 2649,89 883,30 58,60 0,00

TRAT 15 18019,61 1201,31 80,24 0,00

LOTE*TRAT 45 3320,73 73,79 4,30 0,00

Erro 192 2874,50 14,97

Total corrigido 255

CV (%) = 48,79

Média geral: 7,93  Nuamero de observacoes: 256

Sementes Mortas (%)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc

LOTE 3 674,10 224,70 38,46 0,00

TRAT 15 1459.,40 97,29 16,65 0,00

LOTE*TRAT 45 893,58 19,86 3,40 0,00

Erro 192 1121,75 5,84

Total corrigido 255 4148.,84

CV (%) = 86,3

Média geral: 2,8 Numero de observacoes: 256

Significativo em nivel de 5% de significancia pelo teste F a o valor de p<0,05; TRAT= tratamento; FV= fontes de
varia¢do; GL= graus de libertade; QS= soma dos quadrantes; QM= quadrantes médios; FC=7??; p= valor-p; CV=

coeficiente de variacio.

Em relagdo a germinagao total (Tabela 4), verificou-se que para os tratamentos de

temperatura isolados, ou seja, sem estresse hidrico, ndo houve redu¢do da germinacao até

a temperatura de 28 °C para todos os lotes. A partir de 32 °C somente os lotes de maior
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vigor, lotes 2 e 3, mantiveram a mesma taxa de germinacdo que a 20 °C, que € a
temperatura padrdo para o teste de germinacdo da espécie (BRASIL, 2009).

Ja quando se observa o efeito isolado do estresse hidrico, ou seja, somente
temperatura de 20 °C verificou-se para os lotes 1, 2 e 3 que ndo houve diminuicdo na
germinacdo até — 0,223 Mpa, e para o lote 4 até -0,075 Mpa, sendo que o potencial hidrico
de — 0,444 Mpa foi limitante para todos os lotes.

Entre os tratamentos de estresse combinado nao houve reducdo na germinagdo na
temperatura de 24 e 28 °C no potencial — 0,075 Mpa para todos os lotes, e no potencial —
0,223 Mpa para os lotes 1, 2 e 3.

A germinacdo foi reduzida para todos os lotes sob ambos estresses quando
submetidos aos extremos ((T) 32 °C) e potenciais hidricos ((yn) -0,444 Mpa), e sua
combinacdo resultou em efeitos ainda mais prejudiciais. Os efeitos combinados desses
dois estresses foram geralmente aditivos, sendo possivel afirmar que essa combinacdo

afeta negativamente o processo germinativo das sementes de trigo.

Tabela 4. Germinacdo (%) de sementes de quatro lotes de sementes de trigo submetidas
aos tratamentos com diferentes combinag¢des de temperaturas (T) (20, 24, 28 e
32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamentos Lotes
(T/yw) L1 L2 L3 L4

20 /0,00 96,5 Aa* 99,5 Aa 97,5 Aa 97,0 Aa
24 /0,00 95,5 Aa 99,5 Aa 99,5 Aa 94,5 Aa
28 /0,00 91,0 Ab 98,0 Aa 97,5 Aa 91,5 Ab
32/0,00 83,8 Bb 97,5 Aa 96,0 Aa 86,0 Bb
20 /-0,075 94,5 Aa 08,5 Aa 96,0 Aa 94,0 Aa
24 /-0,075 92,0 Aa 08,5 Aa 95,0 Aa 95,5 Aa
28 /-0,075 91,5 Ab 98,5 Aa 98,5 Aa 93,5 Ab
32/-0,075 82,5 Bb 94,5 Ba 92,0 Ba 86,0 Bb
20 /-0,223 89,5 Ab 97,5 Aa 98,0 Aa 89,5 Bb
24 /-0,223 88,0 Ab 96,0 Aa 96,5 Aa 85,0 Bb
28 /-0,223 93,5 Aa 95,5 Aa 98,5 Aa 88,5 Bb
32/-0,223 91,5 Aa 94,0 Ba 92,5 Ba 76,8 Cb
20 /-0,444 86,5 Ba 87,0 Ca 83,0 Da 78,0 Cb
24 /-0,444 78,5 Bb 92,0 Ba 91,5 Ba 80,5 Cb
28 /-0,444 81,0 Bb 92,5 Ba 88,0 Ca 70,5 Dc
32/-0,444 42,0 Cc 60,8 Cb 79,0 Da 30,0 Ed

*Médias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna, e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Nos lotes 1 e 4 a partir do potencial hidrico de 0,000 Mpa, e para todos os lotes a
partir de -0,075 Mpa verificou-se reducdo no total de plantulas normais a 32 °C,
demonstrando que essa temperatura pode ser limitante para a germinacao de trigo.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Carvalho, Nakagawa (2012)
e Guimardes, Oliveira e Vieira (2006) que afirmam que a temperatura afeta a
porcentagem, a velocidade e a uniformidade de germinacgdo, sendo que as temperaturas
acima da temperatura 6tima reduzem o nimero de sementes que conseguem completar o
processo germinativo. O estresse de alta temperatura pode causar danos graves as
proteinas, perturbar sua sintese, inativar enzimas principais e danificar as membranas. O
estresse térmico também pode ter efeitos importantes no processo de divisdo celular
(SMERTENKO et al., 1997). Todos esses danos podem limitar seriamente o crescimento
da planta e também favorecer o dano oxidativo.

Esse efeito pode ser explicado, pois o processo de germinagdo das sementes
inicialmente, envolve a absor¢do 4dgua e ativacdo dos processos bioquimicos, que
resultam na retomada do crescimento do embrido (ZIMMER, 2012). Por outro lado,
temperaturas altas juntamente com a auséncia de dgua disponivel para a sementes reduz
a atividade do metabolismo e a velocidade da germinacdo, causando a diminui¢do de
germinagdo, aumento de plantulas anormais e sementes mortas em todos os lotes
avaliados. Stefanello, Viana, Neves (2017), avaliando a resposta fisioldgica de sementes
de S. hispanica e de linhaca ao estresse hidrico, verificaram reducdo da porcentagem de
plantulas normais e da velocidade de germinacdo com o decréscimo do potencial hidrico
da solugdo.

Desta forma, a disponibilidade de dgua é um dos fatores essenciais para
desencadear a germinacdo, uma vez que estd envolvida em todas as etapas do
metabolismo germinativo, tornando-se um fator limitante a iniciagdo da germinacdo de
sementes, além do estabelecimento de plantulas no campo, implicando em todas as
demais etapas do metabolismo, incluindo reativacdo do ciclo celular e crescimento
(CASTRO, HILHORST, 2000).

A diminui¢do na germinacdo das sementes com a diminui¢ao do potencial hidrico
e aumento da temperatura teve como consequéncia aumento das plantulas anormais,
assim como de sementes mortas (Tabelas 5 e 6). Tal ocorréncia permite evidenciar que
temperaturas mais altas aliadas ao estresse hidrico, mesmo néo tendo efeito marcante no

total de sementes mortas, reduzem a eficiéncia de formacdo de uma plantula normal.
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Tabela 5. Plantulas anormais (%) de quatro lotes de sementes de trigo submetidas aos
tratamentos com diferentes combinacdes de temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32
°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamentos Lotes
(Thyw) L1 L2 L3 L4
20 /0,00 1,5 Da* 0,5 Da 1,5Ca 1,5 Ea
24 /0,00 1,5 Da 0,5 Da 0,0 Ca 3,5Ea
28 /0,00 1,5 Da 1,5 Da 1,5 Ca 6,0 Ea
32/0,00 8,3 Ca 1,0 Db 4,0 Cb 7,0 Ea
20 /-0,075 3,5Da 0,5 Da 2,5Ca 5,0 Ea
24 /-0,075 3,0 Da 1,0 Da 4,5 Ca 2,0 Ea
28 /-0,075 3,5Da 0,5 Da 0,5 Ca 4,5 Ea
32/-0,075 10,5 Ca 1,5 Db 4,0 Cb 9,0 Da
20/-0,223 6,0 Da 2,0 Db 2,0 Cb 9,0 Da
24 /-0,223 8,5Cb 3,5 Dc 2,5 Cc 14,5 Ca
28 /-0,223 2,0 Db 4,5 Db 1,5Cb 11,0 Da
32/-0,223 3,5Db 5,0 Db 5,5Cb 21,7 Ba
20/-0,444 11,5 Cb 13,0 Bb 15,0 Ab 20,5 Ba
24 /-0,444 18,0 Ba 7,5 Cb 7,0 Cb 16,5 Ca
28 /-0,444 13,0 Cb 7,0 Cb 9,5 Bb 25,5 Ba
32/-0,444 46,0 Aa 33,5 Ab 17,0 Ac 47,5 Aa

*Médias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Sementes mortas (%) de quatro lotes de sementes de trigo submetidas aos
tratamentos com diferentes combinagdes de temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32
°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamentos Lotes
(T/ym) L1 L2 L3 L4
20 /0,00 2,0 Ca* 0,0 Ba 1,0 Aa 1,5Ca
24 /0,00 3,0Ca 0,0 Ba 0,5 Aa 2,0 Ca
28 /0,00 7,5 Ba 0,5 Bb 1,5 Ab 2,5Cb
32/0,00 8,0 Ba 1,5 Bb 0,0 Ab 7,0 Ba
20 /-0,075 2,0 Ca 1,0 Ba 1,5 Aa 1,0 Ca
24 /-0,075 5,0 Ca 0,5 Bb 0,5 Ab 2,5Cb
28 /-0,075 5,0 Ca 1,0 Bb 1,0 Ab 2,0 Cb
32/-0,075 7,0 Ba 4,00 Aa 4,0 Aa 5,0 Ba
20 /-0,223 4,5Ca 0,5 Bb 0,0 Ab 1,5Cb
24 /-0,223 3,5Ca 0,5 Ba 1,0 Aa 0,5 Ca
28 /-0,223 4,5Ca 0,0 Bb 0,0 Ab 0,5Cb
32/-0,223 5,0 Ca 1,0 Ba 2,0 Aa 1,5 Ca
20 /-0,444 2,0 Ca 0,0 Ba 2,0 Aa 1,5 Ca
24 /-0,444 3,5Ca 0,5 Ba 1,5 Aa 3,0Ca
28 /-0,444 6,0 Ca 0,5 Bb 2,5 Ab 4,0 Ba
32/-0,444 12,0 Ab 5,8 Ac 4,0 Ac 22,5 Aa

*Médias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade
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Assim, verificou-se que para todas as temperaturas houve aumento da
porcentagem de plantulas anormais com a intensificacio do estresse hidrico,
demonstrando que apesar das sementes germinarem, ou seja, haver a protrusao das raizes
primdrias a falta de dgua acarreta danos irreversiveis no desenvolvimento das plantulas.
Quando em menores potenciais hidricos, o estresse reduziu crescimento das plantulas,
este fator estd atribuido a menor velocidade dos processos fisiolégicos e bioquimicos ou
pela dificuldade de hidrdlise e mobilizacao das reservas da semente (NUNES et al., 2016).

Na temperatura de 32 °C também houve um incremento na porcentagem de
plantulas anormais, as quais apresentaram a raiz primaria pouco desenvolvida e / ou com
anomalias, epicoétilo curto e necrosado. Além dos efeitos observados neste trabalho, as
altas temperaturas podem levar a dorméncia térmica ou até mesmo a perda da viabilidade
das sementes através do estresse térmico (VIDAVER, HSIAO, 1975).

Na maioria dos casos, o estresse térmico retarda o desenvolvimento do processo
de germinacdo, podendo suspendé-lo em sementes quiescentes ou para as que ja haviam
iniciado sua germinagdo resultando assim em uma maior porcentagem de plantulas
anormais, assim como verificado na corrente pesquisa (POLLOCK, ROSS, 1972).

Entre os lotes verificou-se que os de menor vigor, 1 e 4, apresentaram a maior
porcentagem de plantulas anormais e sementes mortas, respectivamente, evidenciada
principalmente nas combinac¢des de maiores estresses. Dessa forma € possivel confirmar
que os lotes de menor vigor sdo mais suscetiveis as alteracdes das condi¢cdes ambientais.

Observa-se que de maneira semelhante aos resultados de germinacdo, para a
primeira contagem a porcentagem de plantulas normais decresceu com a diminui¢do do
potencial hidrico e com o aumento de temperatura (Tabela 7).

A primeira contagem do teste de germinacao € utilizada para avaliar o vigor dos
lotes de sementes pela velocidade de germinagdo, assim pode-se afirmar que ndo somente
a germinagdo das sementes (Tabela 4) foi afetada pela combinacdo de estresses, mas
também a velocidade de germinagdo (Tabela 7).

Assim nos tratamentos de temperatura isolados, ou seja, sem estresse hidrico, ndo
houve reducdo da velocidade de germinagdo até a temperatura de 28 °C para todos os
lotes. Na temperatura de 32 °C somente os lotes 2 e 3, de maior vigor apresentaram valores
semelhantes estatisticamente aos de 20 °C, que € a temperatura padrao para o teste de
germinagdo (BRASIL, 2009).

No efeito isolado do estresse hidrico, ou seja, somente temperatura de 20 °C, vale

destacar que no potencial hidrico de -0,444 Mpa nenhum dos lotes apresentaram plantulas
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normais na primeira contagem do teste de germinacao. Ja para a combinacdo de maiores
temperaturas com esse potencial hidrico observou-se germinacdo. Assim, neste caso ¢é
possivel afirmar que temperaturas maiores podem amenizar o efeito negativo da falta de
dgua, além disso o potencial hidrico aumenta com a maior temperatura, para uma mesma

concetracao de PEG 6000 (MICHEL; KAUFMANN, 1973).

Tabela 7. Primeira contagem do teste de germinagdo (%) de quatro lotes de sementes de
trigo submetidas aos tratamentos com diferentes combinacdes de temperatura
(T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -

0,444 Mpa).
Tratamentos Lotes
(Thyw) L1 L2 L3 L4
20 /0,00 92,0 Aa* 99,0 Aa 97,5 Aa 97,0 Aa
24 /0,00 95,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 92,0 Aa
28 /0,00 91,0 Aa 98,0 Aa 98,0 Aa 92,0 Aa
32/0,00 76,0 Bc 98,0 Aa 94,0 Aa 85,0 Bb
20 /-0,075 88,0 Ab 97,0 Aa 86,0 Bb 72,0 Cc
24 /-0,075 89,0 Aa 98,0 Aa 95,0 Aa 96,0 Aa
28 /-0,075 92,0 Aa 99,0 Aa 99,0 Aa 94,0 Aa
32 /-0,075 80,0 Bb 95,0 Aa 92,0 Aa 86,0 Bb
20/-0,223 90,0 Ab 98,0 Aa 98,0 Aa 89,5 Bb
24 /-0,223 88,0 Ab 96,0 Aa 97,0 Aa 85,0 Bb
28 /-0,223 94,0 Aa 96,0 Aa 99,0 Aa 89,0 Ba
32 /-0,223 92,0 Aa 94,0 Aa 93,0 Aa 77,0 Cb
20 /-0,444 0,0 Fa 0,0 Ea 0,0 Da 0,0 Fa
24 /-0,444 41,0 Dc 56,0 Cb 62,0 Ca 52,0 Db
28 /-0,444 66,0 Cb 80,0 Ba 84,0 Ba 54,0 Dc
32 /-0,444 24,5 Ec 34,0 Db 61,5 Ca 15,5 Ed

*Médias seguidas de letras maidsculas iguais na coluna, e mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Os menores valores observados na primeira contagem provavelmente nao estao
relacionados somente a uma menor velocidade de hidratacdo associada a uma menor
disponibilidade de dgua, mas também a uma temperatura mais baixa, a qual torna a
absor¢do de dgua mais lenta, limitando/atrasando o processo. Essa limita¢do ocorreu de
forma semelhante em todos os lotes, assim niao é uma questdo de vigor de lote, mas sim
relacionado ao processo fisico de hidratacdo, quebra de reservas e crescimento do
embrido.

Esse decréscimo no desempenho fisioldgico, observado nas sementes de trigo
mantidas na menor temperatura, pode ser explicado pelo fato de que durante o tempo que

as sementes foram mantidas sob temperaturas mais amenas, € com a diminui¢do do
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potencial osmético ocorreu principalmente um aumento no tempo correspondente a fase
II do processo de embebi¢cdao (ZIMMER, 2012). Isso ocorreu, pois, as temperaturas mais
amenas podem reduzir a velocidade de conversao das reservas em moléculas absorviveis
pelo embrido (YADAV, 2010). Sendo assim a temperatura de 20 °C exerceu grande
influéncia no processo de absor¢do, pois houve embebi¢do, porém acarretou atrasos no
crescimento do embrido quando associada a deficiéncia hidrica.

Em contrapartida, com o aumento da temperatura houve elevagdo da energia da
dgua e aumento a pressdo de difusdo, aumentando a atividade metabdlica e diminuindo o
potencial interno da semente, possibilitando maior absorcdo de 4gua, acelerando o
processo germinativo (CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004). Neste sentido, cabe
destacar que, embora os valores de velocidade de germinacdo de sementes de trigo
tenham sido similares até a temperatura de 28 °C, ocorreu diminui¢do na velocidade de
germinagdo avaliada pela primeira contagem nos lotes 1 e 4 a 32 °C, demonstrando que
essa temperatura também afetou o comportamento dos lotes de menor vigor.

O desempenho fisioldgico de sementes estd associado ao poder germinativo sob
condi¢des ambientais favordveis e origem de uma plantula normal, assim como
constatou-se neste trabalho que os lotes apresentaram comportamentos diferentes em
resposta aos estresses isolados ou combinados. Desta forma lotes de menor vigor
expressam desempenho inferior em condi¢des de estresse isolado e comportamento ainda
mais limitante quando em condicdes de estresses abidticos combinados. A capacidade das
sementes de germinarem sob condi¢des adversas é definida como vigor. Desta forma, a
influéncia do vigor torna-se importante sobre todos os aspectos do processo germinativo,
desde a velocidade de germinacdo até a alocacdo de massa seca nas plantulas (SIMONI
et al.,, 2011). Sementes mais vigorosas possuem maior eficiéncia na retomada de
processos metabolicos que resultam na germinagdo mais rdpida e uniforme (MUNIZZI et
al., 2010).

Verificou-se tendéncia similar entre os resultados de primeira contagem e
germinacdo para todos os tratamentos, para as quais se obteve valores significativamente
inferiores somente na temperatura de 32 °C. Segundo Ribeiro, Borghetti (2013) em
temperaturas mais elevadas, o processo de germinacdo de sementes pode ser afetado
positivamente, sendo que ha um limite maximo para cada espécie.

As temperaturas de 20, 24 e 28 °C proporcionaram valores de germinacdo acima
de 85%, até o potencial hidrico de -0,223 Mpa. De uma maneira geral essas temperaturas

favoreceram as maiores médias de germinacao para todos os lotes.
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A partir da avaliagdo geral dos resultados obtidos verificou-se que o aumento da
temperatura de 20 até 28 °C e aumentou a porcentagem de plantulas normais no teste de
germinagdo, tanto na primeira contagem e quanto no resultado final.

Os resultados de outros experimentos de déficit hidrico em diversas culturas
corroboram com os obtidos neste trabalho, os quais indicam que o estresse hidrico além
de afetar a embebicdo, a velocidade e a porcentagem de germinagdo, prejudicam o
desenvolvimento germinativo das sementes e vigor de plantulas, causado pela diminui¢do
da expansdao celular (BRACCINI et al.,, 1996; DHANDA; SETHI; BEHL, 2004;
SADEGHIAN; YAVARI, 2004; TEXEIRA et al., 2008; GIROTTO et al., 2012; TAIZ,
ZEIGER, 2017). A é4gua atua como agente estimulador e controlador, pois, além de
promover o amolecimento do tegumento, favorece a penetragdo do oxigénio,
proporcionando o desenvolvimento do embrido e dos tecidos de reserva, estimulando as
atividades metabdlicas basicas, favorecendo o crescimento do eixo embrionario
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; GUEDES et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015).

A reducdo da germinacdo quando as sementes foram submetidas aos potenciais
mais negativos, também pode ser explicada pelo fato de que para germinar, as sementes
devem atingir um valor minimo de umidade, que € muito varidvel entre as espécies e
demora mais para ser atingido quando o potencial hidrico do substrato € baixo
(BRADFORD, 1995). Além disso o estresse hidrico atrasa a germinagdo, pois reduz o
fluxo de 4dgua para a célula, até o ponto extremo no qual a difusdo de dgua através do
simplasto interrompe o processo, implicando na redu¢do da velocidade de germinacdo e
reducdo na porcentagem de plantulas germinadas (SOUZA; CARDOSO, 2000,
PATADE, BHARGAVA, SUPRASANNA, 2011). Dessa forma, potenciais hidricos mais
negativos (-0,444 Mpa), especialmente no inicio da embebicao, influenciam a absor¢do
de 4gua pelas sementes inviabilizando a sequéncia de eventos e ainda, retardam e
diminuem a porcentagem e a velocidade de germinacdo (BANSAL, BHATI, SEM, 1980;
GUEDES et al., 2013).

Como evidenciado neste estudo, a medida que o estresse hidrico se intensifica, a
velocidade com que as sementes absorvem dgua do meio diminui. Desta forma a
deficiéncia hidrica geralmente € considerada o fator limitante da germinagao de sementes
nao dormentes, afetando a porcentagem, a velocidade e a uniformidade do processo
(MARCOS-FILHO, 2015). A velocidade de germinacdo € vital para a sobrevivéncia e
desenvolvimento das espécies (SILVA, MEDEIROS FILHO, 2006), assim sementes que
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germinam mais rdpido, estardo menos expostas a condicdes adversas, assegurando um

melhor estabelecimento da cultura (SECCO et al., 2010).

4.2 Andlises bioquimicas nas plantulas normais em condicoes de estresses

abioticos

Os coeficientes de variagdo (CV%) obtidos variaram de 14,63% até 22,03%
(Tabela 8), indicando adequada precisdo experimental, uma vez que os valores
encontrados ficaram abaixo de 30% (PIMENTEL-GOMES, 2009; SCHIMILDT et al.,
2017).

Tabela 8. Resumo das andlises de variancia das caracteristicas bioquimicas avaliadas nas
plantulas normais dos quatros lotes de sementes de trigo submetidas a
diferentes combinagdes de temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32°C) e potenciais
hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Teor de Proteina aérea (mg de proteina. g'! MF)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc
LOTE 3 6413,00 12,14 12,445 0,00
TRAT 15 54389,00 3,63 21,110 0,00
LOTE*TRAT 45 65006,00 1,44 8,411 0,00
erro 192 32978,00 0,17
Total corrigido 255 18,79
CV (%) = 15,72
Média geral: 26,37 Numero de observacdes: 256

Teor de Proteina raiz (mg de proteina. g'! MF)
FV GL SQ QM FC Pr>Fc
LOTE 3 2,68 0,89 67,96 0,00
TRAT 15 2,76 0,18 13,99 0,00
LOTE*TRAT 45 7,50 0,17 13,67 0,00
erro 192 2,53 0,01
Total corrigido 255 15,47
CV (%) = 14,63
Média geral: 0,78 Numero de observacdes: 256

Catalase parte aérea (mmol H>O, mg"! proteina min‘')

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
LOTE 3 0,00 0,00 1,85 0,14
TRAT 15 0,16 0,01 20,83 0,00
LOTE*TRAT 45 0,23 0,01 9,84 0,00
erro 192 0,10 0,00
Total corrigido 255 0,49
CV (%) = 15,63
Média geral: 0,14 Numero de observacdes: 256

Catalase raiz (mmol H,O, mg™! proteina min!)
FV GL SQ QM FC Pr>Fc
LOTE 3 0,06 0,02 41,62 0,00
TRAT 15 0,21 0,01 30,98 0,00
LOTE*TRAT 45 0,40 0,01 19,37 0,00
erro 192 0,09 0,00

Total corrigido 255 0,75
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CV (%) = 26,19

Média geral: 0,08 Numero de observacdes: 256
Ascorbato Peroxidase aérea (UA.min".mg MF-!)

FV GL SQ QM FC Pr>Fc

LOTE 3 395,62 131,87 30,49 0,00

TRAT 15 3245,08 216,34 50,01 0,00

LOTE*TRAT 45 1155,08 25,67 5,93 0,00

erro 192 830,56 4,33

Total corrigido 255 5626,35

CV (%) = 17,63

Média geral: 11,80 Numero de observacdes: 256

Ascorbato Peroxidase raiz (UA.min"'.mg MF)

FV GL SQ oM FC Pr>Fc

LOTE 3 79,19 26,40 6,34 0,00

TRAT 15 1153,72 76,92 18,48 0,00

LOTE*TRAT 45 849,79 18,88 4,54 0,00

erro 192 799,12 4,16

Total corrigido 255 2881,83

CV (%) = 22,03

Média geral: 9,26 Numero de observacdes: 256

Significativo em nivel de 5% de significincia pelo teste F a o valor de p<0,05; TRAT= tratamento; FV= fontes de variacao;
GL= graus de libertade; QS= soma dos quadrantes; QM= quadrantes médios; FC=???; p= valor-p; CV= coeficiente de

variagdo.

Observou-se interagdo significativa entre as combinacdes de estresses e lotes, para

todas as analises bioquimicas. As médias da interacao tanto para os teores de proteinas da

parte aérea quanto da radicular estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Teores de proteina total (mg de proteina. g MF) da parte aérea e radicular de
plantulas de trigo de quatro lotes sob diferentes combinacdes de temperatura (T)
(20, 24, 28 e 32°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamento Parte Aérea Parte Radicular
(T/ym) L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
Teor de Proteina

20 /0,00 1,39 Db 2,16 Da 2,34 Ea 2,43 Ba 0,88Ca 0,64Cb 0,85 Aa 0,86 Ca
24 /0,00 2,48Ba 2,53Da 1,59Fb 2,18 Ca 1,23 Aa 0,23 Dd 0,65Bc 1,05Bb
28 /0,00 3,17 Aa 2,87Ca 2,14Eb 2,83 Aa 0,61 Db 0,82Ba 0,69 Bb 0,58 Db
32/0,00 2,22Cb 243Db 2,95Da 1,98 Cb 0,53 Dc 0,77Bb 0,75Bb 0,93 Ca
20/-0,075 3,13 Aa 221 Db 2,71 Da 2,61 Ba 0,76 Ca 0,50Cb 0,61 Bb 0,85 Ca
24/-0,075 2,29Ba 1,47Eb 248Ea 1,54 Cb 0,67Da 0,62Ca 0,63Ba 0,72 Da
28 /-0,075 1,68 Dc 3,36 Cb 4,74 Aa 2,80 Ab 0,84Ca 0,56Cb 0,59 Bb 0,83 Ca
32/-0,075 2,16Cb 3,00Ca 2,25Eb 2,22 Cb 1,00Ba 0,79 Ba 0,90 Aa 0091 Ca
20/-0,223 2,86 Ab 3,12Cb 3,80Ba 3,38 Aa 0,79Cb 0,76 Bb 0,76 Bb 1,01 Ba
24/-0,223 2/772Ba 1,77Eb 1,72Fb 2,59 Ba 0,39 Ec 0,36 Dc 0,76 Bb 0,93 Ca
28/-0,223  2,60Bc 4,61 Aa 3,25Cb 2,56 Bc 1,00Ba 1,00 Aa 0,92 Aa 0,74 Db
32/-0,223 1,80 Db 3,15Ca 2,56 Ea 2,59 Ba 0,60 Dc 0,47 Cc 0,92 Ab 1,33 Aa
20/-0,444 2,92 Aa 3,54Ca 291 Da 3,19 Aa 0,78 Ca 0,39Db 0,95 Aa 0,90 Ca
24 /-0,444 234Bb 292Ca 1,34Fc 2,08 Cb 0,55Dc 0,77Bb 0,74Bb 1,19 Aa
28/-0,444 2,41 Bc 3,97Ba 3,94 Ba 3,24 Ab 0,25Ec 0,84 Bb 1,00 Aa 1,08 Ba
32/-0444 249Bb 2,58 Db 2,13 Eb 3,30 Aa 0,98 Bc 1,07 Ab 0,92 Ac 1,15 Aa

*Médias seguidas de letras maitdsculas iguais na coluna,

a 5% de probabilidade.

e mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
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Os teores de proteina ndo apresentaram um padrio nos valores de acordo com o
aumento das temperaturas e/ou diminui¢do dos potenciais hidricos. Assim para essa
varidvel ndo foi observado um comportamento dos lotes de sementes semelhante ao
verificado nos testes de germinacao.

Esperava-se que ocorresse uma possivel relacdo entre esses resultados com os
observados na primeira contagem do teste de germinacao (Tabela 7). Isso seria relevante,
pois durante o processo de germinacdo as proteinas de reserva sdo consumidas, sendo
utilizadas como fonte de energia para o desenvolvimento da plantula (PONTES et al.,
2002). As proteinas de reserva podem suprir os aminodcidos, produzir substancias de
substratos respirdveis ou participar de outros processos (LABOURIAU, 1983;
FERREIRA; BORGHETTI, 2004), ou seja, esperava-se que o teor de proteina das
plantulas fosse menor nos tratamentos que ocorreram maior porcentagem de germinacao
na primeira contagem, pelo consumo das proteinas de reserva.

Isto ndo foi observado nesse trabalho, e um dos motivos é que de acordo com
Teixeira et al. (2011) a mobilizacao de reserva € completamente alterada em potenciais
hidricos negativos, pois a baixa disponibilidade de dgua afeta a transloca¢do de produtos
metabolizados no escutelo para o embrido, consequentemente mudando a forma como
ocorre a germinacao. Portanto, as diferencas que ocorreram na degradacdo das reservas
em cada potencial hidrico podem ter causado alteracdes no desenvolvimento embriondrio.

Além de reserva para o embrido, as proteinas t€ém a funcdo de protecao das
estruturas celulares e subcelulares contra danos oxidativos. Assim, como nao foi
verificado um padrao de resposta de aumento ou diminui¢do no teor de proteina de acordo
com o tratamento e/ou lote utilizado, pode-se afirmar que uma das causas desses
resultados € que nas células existe um complexo sistema de proteinas que coopera entre
si, sendo que ha diversas proteinas envolvidas no processo de protecdo aos diferentes
estresses bidticos e abidticos.

Embora nao tenha sido realizadas anélises especificas para determinar qual tipo
ou determinada proteina tenha uma funcdo especifica na resisténcia a seca ou estresse
térmico, teor de proteinas relacionadas com antioxidantes muda significativamente em
ambos os tipos e quantidades durante o processo de estresse. Assim, pode-se verificar que
durante os tratamentos de estresse hidrico e térmico, o teor de proteinas foi diferente de
quando ndo se tem o estresse individual ou combinado. Alguns niveis de expressdo de

proteinas sdo aumentados, enquanto outras sao diminuidas.
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Em sementes de Smellmelon (Cucumis melo var. dudaim Naud.)
(SOHRABIKERTABAD et al., 2013), meloeiro (C. melo L.) (SHARMA et al., 2014;
MEDEIROS, 2018), A. polyneuron (RODRIGUES et al., 2019), a germinacdo das
sementes decresceu a medida que o potencial hidrico diminuiu, suportando os potenciais
de até -0,4 Mpa. Em sementes de Brassica napus L., Avila et al. (2007) encontraram
reducdo significativa na germinag¢do € no nimero de plantulas normais, quando as
sementes foram submetidas a potenciais osmoticos inferiores a -1,0 Mpa, atribuindo esta
diminuicdo a redugdo da atividade enzimdtica e, consequentemente, do menor
desenvolvimento meristematico.

Catdo et al.,, (2014) observaram que a temperatura, durante o processo de
embebicdo, alterou a expressao das proteinas tolerantes ao calor em Lactuca sativa,
apresentando assim grande varia¢ao no balan¢o de proteinas sintetizadas na tolerancia ao
estresse. O teor de proteina estd relacionado a qualidade fisiol6gica da semente. Sementes
expostas a tensdes ambientais podem sofrer deterioragcdo e, portanto, apresentam uma
diminui¢do nos niveis de proteina (HENNING et al., 2010). Da mesma forma, os
trabalhos realizados em folhas de Lathyrus odoratus demonstraram que algumas
proteinas desapareceram e outras ndo foram expressas no controle do estresse (LI, 2010),
corroborando com este trabalho.

De forma diferente ao observado neste trabalho, Cavalcanti et al. (2004)
observaram que sob condi¢Oes de estresse, a sintese de proteinas pode aumentar, tendo
em vista a estabilizacdo das membranas celulares, ou ainda como uma forma de
sinalizacdo atribuida ao estimulo do estresse. J4 Blumenthal et al. (1994) e Xu, Zhan e
Huang (2011) observaram que quando o trigo € submetido ao estresse térmico ocorre
redugdo na sintese de proteinas, influenciando a inibicao e degradagdo das mesmas, no
entanto algumas proteinas, denominadas de HSPs (proteinas de choque térmico), sdo
induzidas, melhorando muitas vezes o desempenho quando expostas as altas
temperaturas. Essas proteinas, juntamente com seus fatores de transcri¢do de choque
térmico (HSFs), estdo envolvidas em mecanismos moleculares de tolerancia a altas
temperaturas.

Observa-se as médias da interacdo entre as combinacdes de estresses (térmico e
hidrico) e os lotes de sementes para a enzima catalase tanto da parte aérea quanto radicular

de plantulas de trigo (Tabela 10).
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Tabela 10. Atividade da enzima catalase (CAT) (mmol H>O, mg! proteina min™!) de
plantulas de trigo (parte aérea e radicular) de quatro lotes de sementes
germinados sob diferentes combinacdes de temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32
°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamento Parte Aérea Parte Radicular

(Thyw) L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
Catalase

20 /0,00 0,12Da 0,10Ca 0,12Ca 0,10Ba 0,05Ea 0,07Da 0,06 Ba 0,07 Aa
24 /0,00 0,06 Fb 0,15Bb 0,20 Aa 0,17 Ab 0,31 Aa 0,28 Aa 0,07 Bb 0,06 Bb
28 /0,00 0,13Db 0,14 Bb 0,21 Aa 0,15 Ab 0,06 Eb 0,07Db 0,11 Aa 0,07 Ab
32 /0,00 0,19Ba 0,17 Aa 0,11 Cb 0,18 Aa 0,09Ea 0,05Ea 0,07 Ba 0,06 Ba
20 /-0,075 0,10 Eb 0,18 Aa 0,09 Db 0,08 Cb 0,06 Eb 0,12 Ca 0,07 Bb 0,05 Bb
24 /-0,075 0,16 Ca 0,19 Aa 0,17Ba 0,16 Aa 0,08 Ea 0,07 Da 0,06 Ba 0,06 Ba
28 /-0,075 0,22 Aa 0,10 Bc 0,09 Dd 0,17 Ab 0,06 Eb 0,06 Db 0,10 Aa 0,07 Ab
32 /-0,075 0,18 Ba 0,14Ba 0,17Ba 0,17 Aa 0,06 Ea 0,05Ea 0,08Ba 0,05Ba
20 /-0,223 0,07Fb 0,12 Ca 0,07 Db 0,07 Cb 0,03 Ea 0,07Da 0,06 Ba 0,07 Aa
24 /-0,223 0,15Cb 0,20 Aa 0,21 Aa 0,13 Bb 0,12Db 0,15Ba 0,09 Ac 0,05 Bd
28 /-0,223 0,13Db 0,19Cb 0,14Cb 0,17 Aa 0,06 Ea 0,03Eb 0,03 Bb 0,09 Aa
32/-0,223 0,19Ba 0,18 Cc 0,16 Bb 0,16 Ab 0,15Ca 0,10Cb 0,06 Bc 0,04 Bd
20 /-0,444 0,10Ea 0,11Ca 0,12Ca 0,12 Ba 0,06 Eb 0,13 Ba 0,07 Bb 0,05 Bb
24 /-0,444 0,13 Dc 0,13 Bc 0,28 Aa 0,18 Ab 0,10 Da 0,08 Da 0,10 Aa 0,04 Bb
28 /-0,444 0,15Ca 0,10Cb 0,12Cb 0,18 Ba 0,25Ba 0,06 Db 0,04 Bb 0,06 Bb
32 /-0,444 0,16 Ca 0,15Ba 0,17Ba 0,12 Bb 0,07Eb 0,04 Eb 0,06 Bb 0,10 Aa

*Médias seguidas de letras maitisculas iguais na coluna, e minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

De maneira geral, as plantulas de trigo exibiram aumento da atividade CAT
quando expostas aos estresses combinados de restricdo hidrica e altas temperatura. Com
o aumento do estresse, a formacao de EROs € intensificada e sua eliminag¢do deve ocorrer
de forma constante para evitar o estresse oxidativo. Desta maneira, a acdo sincronizada
das enzimas responsaveis pela remoc¢ao das EROs confere maior tolerancia as plantas sob
condicOes de estresse. A CAT € responsével pela dismutacdo do H»0O:, atuando sobre
duas moléculas desse substrato (SHARMA et al. 2012). A geracao celular do H>O> ocorre
principalmente nos cloroplastos e mitocondrias, além dos peroxissomos, principal sitio
de localizacdo da CAT.

Assim, para esta enzima a temperatura teve maior influéncia que o potencial
hidrico, j4 que os maiores valores estdo nas temperaturas de 28 e 32 °C, indicando que o
aumento da temperatura foi responsavel pela ativacdo das enzimas CAT. Resultados
diferentes foram observados por Zandalinas et al., (2017), onde os estresses individuais e
combinados induziram os mecanismos de desintoxicacdo EROs, a seca resultou na

inducdo da catalase (CAT), o estresse térmico induziu APX. Isto é, tanto a temperatura
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quanto o potencial hidrico tiveram efeitos significativos na indu¢do da CAT, porém as
plantulas de trigo foram consideravelmente mais sensiveis ao calor.

A reducgdo na atividade da CAT e o aumento nas atividades das peroxidases
indicam que, em plantas mantidas sob condicdes de estresse, 0 H2O> gerado € mais
consumido em processos oxidativos, como na peroxidagdo de lipidios, do que eliminado
do metabolismo (CAKMAK; HORST, 1991). A relacdo entre reducdo na atividade das
enzimas antioxidantes e consequente maior peroxidacdo também foi observada por
Panda, Khan (2009) em Vigna radiata sob estresse salino.

As enzimas antioxidantes sao fortemente reguladas positivamente em resposta ao
estresse (MHAMDI, NOCTOR, BAKER, 2012). Apesar dos registros de maior ativacao
da CAT em condicdes de estresse (ABOGADALLAH, SERAG, QUICK, 2010;
BARAKAT et al. 2013), ha também evidéncias de uma regulacdo negativa pelo aumento
da intensidade do estresse ou a manutencdo da atividade sem alteracdo significativa
(MHAMDI, NOCTOR, BAKER, 2012; HUANG et al. 2014), como registrado neste
trabalho para os tratamentos 32/-0,444.

Entre os quatro lotes de trigo estudados, foi observado comportamento distinto na
atividade da APX (Tabela 11) e CAT (Tabela 10). A atividade da CAT, foi mais evidente
na parte aérea nos tratamentos de 32 /0,00, 32 /-0,075, 32 /-0,223 e 32 /-0,444, onde foram
observados os maiores valores, em geral, a CAT foi inferior a APX, o que € justificado
pela sua menor afinidade pelo H20., tendo assim, a APX sido mais eficaz na sua remogao.
A capacidade de manutencdo, em niveis elevados, da atividade da APX e CAT, sob
condi¢cOes de estresses ambientais, é essencial para a manutencdo do equilibrio entre a
formacgao e a remocdo do H202 do ambiente intracelular (ZHANG, KIRKHAM, 1996,
ZHANG et al., 2017).

De maneira geral, os resultados mostram que empotenciais hidricos mais
negativos houve significativo aumento na atividade da enzima antioxidante APX.
Comparativamente a esta resposta, observa-se um aumento similar dentre todos os
tratamentos, onde independentemente do aumento da temperatura, os valores
demonstram crescimento com a diminui¢do do potencial hidrico. Geralmente, como
consequéncia desse estresse oxidativo, os tecidos danificados apresentam aumento na
atividade dos seus sistemas antioxidantes, como, por exemplo, a inducdo das enzimas

CAT e APX (KILIC; KAHRAMAN, 2016).
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Tabela 11. Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) (UA.min"'.mg MF!) de
plantulas de trigo (parte aérea e radicular) de quatro lotes de sementes
germinados sob diferentes combinacdes de temperaturas (T) (20, 24, 28 e 32
°C) e potenciais hidricos (yn) (0,000, -0,075, -0,223 e -0,444 Mpa).

Tratamento Parte Aérea Parte Radicular
(Thyw) L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
Ascorbato Peroxidase

20 /0,00 4,45 Db* 3,52Db 4,20Db 7,47 Da 858Ba 9,11Ca 6,68Ba 9,5Ba
24 /0,00 9,28Ba 10,9Ba 5,78 Db 8,8 Da 5,68Ca 5,09Da 6,85Ba 7,50Ba
28 /0,00 6,60 Cc 15,4 Ab 14,8 Bb 21,1 Aa 382Cc 14,7Aa 437Cc 9,3Bb
32/0,00 9,49Ba 9,23Ba 10,8 Ca 8,64 Da 8,38Bb 8,38Cb 12,1 Aa 12,3 Aa
20 /-0,075 435Da 6,43 Ca 5,05Da 6,13 Da 7,35Ba 7,32Ca 6,87Ba 7,67Ba
24 /-0,075 11,1 Ba 9,04Ba 9,60Ca 12,3Ca 6,10Ca 241Da 4,08Ca 5,15Ba
28 /-0,075 9,92Bb 14,0 Aa 14,1 Ba 14,0Ba 8,01 Bb 12,9 Aa 6,86 Bb 8,38 Bb
32/-0,075 13,1 Aa 12,2 Aa 9,05Cb 13,3Ca 122 Aa 984Bb 144 Aa 10,6 Ab
20 /-0,223 7,70Ca 721Ca 8,11 Ca 9,70 Da 9,15Ba 9,85Ba 10,6 Aa 11,9 Aa
24 /-0,223 13,0Ab 9,21 Bc 8,96Cc 17,2Ba 6,33Cb 7,81Cb 3,82Cc 11,8 Aa
28/-0,223 11,0Bc 16,3 Ab 20,8 Aa 20,1 Aa 13,1 Ab 15,1 Aa 10,9 Ab 11,9 Ab
32/-0,223 15,8 Aa 14,8 Aa 14,8Ba 15,6 Ba 9,67Ba 10,3Ba 8,51 Ba 10,8 Aa
20 /-0,444 15,1Ba 12,0 Ab 9,51 Cb 15,1 Ba 125Aa 7,85Cb 9,65Ab 8,98 Bb
24 /-0,444 119Bb 17,2Aa 11,1Cb 12,6 Cb 6,66Cb 11,1Ba 12,1 Aa 10,6 Aa
28 /-0,444 14,0 Ab 14,1 Ab 18,9 Aa 21,5 Aa 9,05Ba 104Ba 10,8 Aa 11,9 Aa
32 /-0,444 10,4Bb 13,2Ab 16,5Ba 15,8 Ba 122 Aa 8,89Cb 12,50 Aa 12,8 Aa

*Médias seguidas de letras maitisculas iguais na coluna, e minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

A sinalizacdo através do acumulo de H>O> esta relacionada de forma intrinseca
com a atividade das enzimas APX e CAT, sendo que a APX, devido a sua alta afinidade
ao H>0», reage a alteracdes muito pequenas nas concentragdes deste, sendo responsavel
pela regulacdo fina do sinal, enquanto que a atividade da CAT € induzida em
concentragdes mais altas de H»O,. Estes resultados sugerem que as plantulas
apresentaram sinais nitidos de estresse oxidativo, assim como uma forma de remog¢ao de
qualquer concentracdo de H>O> acima de um limiar normal pode gerar resposta de
ativacdo destas enzimas (MITTLER, 2002).

Nas condi¢des combinadas de estresse, a0 mesmo tempo em que ocorreu aumento
na concentracdo de H>O: houve aumento da atividade das enzimas APX e CAT,
mostrando que neste periodo o H>O» agiu como um sinalizador da atividade destas
enzimas. Assim, respostas bioquimicas sdo geradas em razdo da diminuicdo da fluidez
das membranas, tais como: interferéncia nas fungdes das proteinas, reducdo do
suprimento de energia, perda de compartimentalizacdo, liberacdo acentuada de fons e
outros eventos que rompem o metabolismo normal e levam ao desequilibrio e perda das

funcdes essenciais (AZIZ; LARHER, 1998).
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De forma semelhante Lima, Broetto, Brasil (1998) observaram aumento de CAT
e outra peroxidases em calos de arroz submetidos a estresse salino, e concluiram que esta
enzima poderia ser usada como parametro para identificacdo de estresse fisioldgico, bem
como o aumento de atividade da enzima pode estar associado a habilidade de certos
gendtipos em degradar substancias toxicas como radicais livres (perdxidos), fendis e
outros liberados em condi¢des de estresse.

Um dos agravantes dos estresses combinados é o aumento na geracdo de EROs,
que podem ocasionar um estresse oxidativo secundario, quando o sistema de defesa nao
¢ eficientemente ativado, pode ocorrer danos as membranas celulares decorrentes da
peroxidacdo lipidica (GIL; TUTEJA, 2010). Como observado no presente trabalho, o
estresse combinado, aumentou as espécies reativas de oxigénio, detectado através do
aumento do APX a CAT.

A andlise multivariada de componente principal (ACP) foi aplicada com as médias
dos quatro lotes as varidveis germinacdo (G%), primeira contagem (1* cont.), catalase
aérea com base na massa fresca(CAT MF aérea), catalase da raiz com base na massa
fresca (CAT raiz), ascorbato peroxidase aérea (APX aérea), ascorbato peroxidase raiz
(APX raiz), teor de proteina total na parte aérea (PTN aérea) e radicular (PTN raiz) para
verificar simultaneamente a influéncia dessas varidveis sobre o efeito do estresse
combinado (Figura 2).

Para a andlise da ACP utilizaram-se as variagdes CAT proteina expressa em mmol
H>0, mg! proteina min"' (CAT) quando considerado o teor de proteina e em mg de
proteina. g' MF min! (CAT MF) quando expressa em massa fresca, considerando-se
importante retirar do calculo da catalase o efeito do teor de proteina para assim verificar
somente o efeito da atividade da enzima sob a matéria fresca.

A dispersado dos tratamentos foi obtida com os dois primeiros componentes (F1 e
F2) que explicaram 59,97% da varidncia total existente entre eles. A componente
principal F1 e a componente principal F2 contribuiram com 42,35% e 17,62%,
respectivamente. A componente F1 foi formada por teor de proteina bruta da raiz (0,65),
CAT MF aérea (0,52), CAT MF raiz (0,38), APX aérea (0,94), APX raiz (0,77),
germinagdo (—0,83), primeira contagem (—0,81) e propiciou a separacao vertical. A
componente F2 foi formada por CAT aérea (-0,75) e CAT raiz (0,62) e separaram

horizontalmente os tratamentos no biplot.
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Figura 2. Biplot da andlise de componentes principais dos dezesseis tratamentos com a
combinacdo (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,00, -0,075, -
0,223 e -0,444 Mpa).
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CAT aérea = Catalase aérea; CAT raiz = Catalase raiz; PTN aérea = Teor de proteina bruta aérea; PTN raiz = Teor de
proteina bruta raiz; CAT MF aérea = Catalase da aérea com base na massa fresca ; CAT MF raiz = Catalase da raiz
com base na massa fresca APX aérea = Ascorbato peroxidade aérea; APX raiz = Ascorbato peroxidade raiz; %G =
Porcetagem de germinag@o; 1° cont. = Primeira contagem.

A maioria das combinacdes com as trés menores temperaturas € os trés menores
potenciais hidricos foram alocadas no lado esquerdo do biplot (F1-). Pode-se observar,
portanto, que a influéncia predominante foi com relacdo aos potenciais hidricos, onde
todos os tratamentos de potenciais hidrico de -0,444 Mpa independemente da temperatura
ficaram em um tunico grupo alocados no lado direito do biplot (F1+), ndo apresentando
uma tendéncia de comportamentos nestas condicoes.

Os tratamentos com a temperatura de 20 °C foram em sua maioria alocados no
quadrante inferior esquerdo (F1-), pelas maiores porcentagens de germinacdo, 1°
contagem. Pode-se verificar que nesta temperatura os tratamentos 20 /0,00 e 20 /-0,075
ainda apresentaram maiores teores de CAT aérea (F2-) e menores teores de CAT raiz,
indicando uma indugdo da CAT aérea como forma de evitar danos oxidativos, entretanto
a CAT raiz nao foi eficiente na remog¢ao de H>O» para estes tratamentos.

Com relacdo a temperatura de 24 °C a maioria dos tratamentos foram alocados no

(F1-) pelas maiores porcentagens de germinacdo, 1* contagem semelhantemente aos
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tratamentos de 20 °C, porém os tratamentos 24 /0,00 e 20 /-0,223 apresentaram por sua
vez os maiores teores de CAT raiz e menores de CAT aérea.

Para a temperatura de 28 °C os tratamentos 28 /0,00 e 28 /-0,223 foram alocados
no quadrante inferior esquerdo (F1- e F2-), pelos maiores valores de germinagdo e
I*contagem e menores teores de proteina bruta da raiz, e aérea, CAT MF aérea, CAT MF
da raiz, APX aérea e raiz.

Para a temperatura de 32 °C foram observados os maiores teores de proteina aérea
e de raiz, CAT MF aérea e da raiz, APX aérea e da raiz, com excec¢ao do tratamento 32
/0,00. As demais combinacdes nas menores temperaturas € no menor potencial hidrico
apresentaram o mesmo comportamento que a 32/0,00, o que nos sugere que o potencial
hidrico tem um efeito mais acentuado sobre a resisténcia das sementes ao estresse, porém
se empregada a maior temperatura o dano a semente ja se inicia a partir do potencial
hidrico de —0,223 Mpa. Para uma definicdo mais precisa dos grupos formados pelos
comportamentos frente ao estresse hidrico e térmico uma andlise de agrupamento
hierarquico foi aplicada (Figura 3).

Assim, a partir dos dados das combinagdes de temperatura e potenciais hidricos
(médias de quatro lotes), verificou-se que trés grupos foram formados e verificou-se as
diferencas entre as varidveis destes grupos.

O primeiro grupo G1, destacou-se pelos maiores valores de porcentagem de
germinagdo e 1* contagem e menores valores de CAT raiz, teor de proteina bruta aérea,
APX aérea e APX raiz e foi constituido por 20 /0,00; 20 /-0,075; 24 /-0,075; 28 /0,00; 28
/-0,223; 32 /0,00 e 32/-0,075.

O G2 foi formado por quatro tratamentos 20 /-0,223; 24 /0,00; 24 /-0,223 e 28 /-
0,075, pelos maiores valores de porcentagem de germinacdo, primeira contagem ¢ CAT
raiz e menores valores de teor de proteina bruta raiz e APX aérea. Por fim o G3 formado
por 20/-0,444; 24 /-0,444; 28 /-0,444; 32 /-0,223 e 32 /-0,444, mostrou os maiores valores
de teor de proteina bruta aérea e de raiz, APX aérea e da raiz e menores valores de CAT
raiz, porcentagem de germinacao e primeira contagem.

Portanto, de forma geral verificou-se aumento do teor de proteina tanto para aérea
quanto radicular e da atividade da enzima APX em resposta a menor porcentagem de
germinagdo, a qual por sua vez foi resultado do estresse causado pela combinacdo das

maiores temperaturas € menores potenciais hidricos.
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Figura 3. Dendrograma de agrupamento de classes para os tratamentos com a
combinacdo (T) (20, 24, 28 e 32 °C) e potenciais hidricos (yn) (0,00, -0,075,
-0,223 e -0,444 Mpa), obtido da andlise de agrupamento utilizando o método
a partir da distancia euclidiana.

Dendrograma
60

Dissimilaridade
W
S
|
T

G2

o
=

=

o

=

(¢}

=

-

)

7]

24 /-0,444
32 /-0,444
20 /-0,444
28 /-0,444
32/-0,223
28 /-0,075
24 /-0,223
20/-0,223

24 /0,00

20 /0,00

28 /0,00
24 /-0,075
20/-0,075
32 /-0,075
28 /-0,223

32 /0,00

Além da restrigdo hidrica combinada com altas temperaturas, a intensidade e
frequéncia de outros estresses abidticos e bidticos, bem como suas combinagdes, também
podem aumentar no futuro. Estas incluem combinacdes de estresse térmico com ataque
por diferentes insetos ou patdgenos, alta salinidade do solo, estresse de nutrientes,
inundacdes e outros estressores que estdo previstos para se tornarem mais pronunciados
no futuro (CHOUDHURY et al., 2017; NOCTOR, MHAMDI, 2017; ZHANG,
SONNEWALD, 2017). Como o aquecimento global estd progredindo anualmente, o
desenvolvimento de plantas e culturas com maior tolerdncia aos estresses tanto
individuais como combinados, deve ter prioridade na agricultura, especialmente

considerando o aumento futuro previsto da populacdo global.
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Dessa forma, os resultados encontrados na presente pesquisa enfatizam a
crescente necessidade de estudos tanto sobre o efeito de diferentes combinagdes de
estresses abidticos na germinacdo e desenvolvimento de plantas, quanto dos mecanismos
de defesa, pois diferentes combinacdes de estresse exigem a adaptacdo das respostas
metabolicas e de sinalizacdo tnicas, incluindo mecanismos antioxidantes, hormoénio e
sintese de osmolitos (RIZHSKY et al. 2004, KOUS-SEVITZKY et al. 2008,
ATKINSON, LILLEY, URWIN, 2013, IYER, TANG, MAHALINGAM, 2013,
PRASCH, SONNEWALD, 2013, RASMUSSEN et al, 2013, PANDEY,
RAMEGOWDA, SENTHIL-KUMAR, 2015).

Condicdes de estresse ambiental, como seca, calor, salinidade, frio ou infeccao
por patdégenos podem tém um impacto devastador no crescimento e na producdo das
plantas em condi¢des de campo (SUZUKI et al.,, 2016; CHOJAK-KOTNIEWSKA,
KUZNIAK, ZIMNY, 2018; HUBER, BAUERLE, 2016; ZHANG, SONNEWALD,
2017; CHOUDHURY et al.,2017; MAO - etal.,2017; SEHGAL et al., 2018, 2019; YUAN
et al., 2019). Especificamente, combinac¢do de secas e estresses térmicos sdo consideradas
uma das condi¢Oes mais recorrentes que ocorrem em ambientes naturais afetando diversas
culturas (LAWAS et al., 2018a, 2018b, 2019; IBRAHIM et al., 2019; FABIAN et al.,
2019; MAHALINGAM, BREGITZER, 2019; TRACHSEL et al., 2019).

Estudos com foco em fatores abidticos de forma isolada ndo representam as
respostas das plantas a uma combinag¢do de diferentes estresses no campo. Desde entdo,
muitos estudos descobriram as respostas das plantas a diferentes combinacdes de estresse
(DING et al., 2018, ELFERJANIL, SOOLANAYAKANAHALLY, 2018; ZANDALINAS
et al., 2018; JUMRANI, BHATIA, 2019; DIKILITAS, ERAY, ARYADEEP, 2020).
Esses estudos demonstraram que, apesar de um certo grau de sobreposi¢ao, cada condi¢ao
de estresse exigia um mecanismo unico de resposta, adaptada as necessidades especificas
da planta, e que cada combinag¢ado de duas ou mais tensdes diferentes também pode exigir
uma resposta especifica.

Além disso, a ocorréncia simultinea de diferentes estresses bidticos e abidticos
resultaram em um alto grau de complexidade nas respostas da planta (CHATURVEDI et
al.,, 2017, LOUDET, HASEGAWA, 2017), no entanto, a maioria dos mecanismos
subjacentes a tolerancia das plantas as combinacgdes de estresse ainda sao desconhecida e
mais estudos sdo necessarios para abordi-los (ZHANG et al., 2018; BALFAGON et al.,
2019; NIEVES-CORDONES et al., 2019; RIVERO, OLIVER, MITTLER, 2019; ZHOU
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et al., 2019), sendo que a ocorréncia de dois ou mais estresses diferentes (seja abidtico
e/ou bidtico) pode representar um desafio para as plantas.

Assim, foi possivel observar que a combinacgao de estresse deve ser tratada como
um novo estado de estresse abidtico em plantas, e que irdo resultar em diferentes respostas
de aclimatacdo. As interacdes entre os eventos de estresse abidtico temperatura e
potenciais hidricos acarretam distirbios em todo o metabolismo da planta. A
compreensdo da resposta das plantas a estresse abidtico individuais ou combinados torna-
se cada vez mais importante, sendo que as plantas mostram uma ampla gama de respostas
a seca e ao estresse térmico, que sdo principalmente representados por uma variedade de
alteracdes fisiologicas como um meio de evitar danos oxidativos.

De maneira geral o trigo tolera temperaturas até 28 °C e reducdo dos potenciais
hidricos até -0,223 Mpa sem comprometimento da sua germinagdo, entretanto
temperaturas acima da mesma comprometem a germinacdo, uma vez que ocasiona
aumentos de plantulas anormais e sementes mortas.

A medida que o estresse hidrico se intensifica, a velocidade de embebi¢do diminui.
A combinagdo de 32/-0,223 Mpa diminuiu a porcentagem de germinagdo € aumentou as
plantulas anormais e sementes mortas. Sendo que independentemente da temperatura o
potencial hidrico de -0,444 € prejudicial para as plantas de trigo.

Principalmente o déficit hidrico promoveu o aumento das enzimas antioxidantes
como meio de prevencdo aos danos oxidativos. O aumento da atividade enzimatica APX
minimizou os efeitos do estresse oxidativo, através da remocdo de H»O», quando as
plantas foram submetidas a combinacdo de seca e calor ou a qualquer uma das duas

condic¢des de estresse aplicadas individualmente.
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5 CONCLUSOES

Lotes de sementes de trigo de maior vigor sdao mais tolerantes aos estresses
hidrico e térmico.

O trigo tolera temperaturas até 28 °C e reducdo dos potenciais hidricos até -0,223
Mpa combinados sem comprometimento da sua germinacao.

A combinacdo de temperatura de 32 °C e potencial hidrico de -0,223 Mpa
diminuiu a porcentagem de germina¢do e aumentou as plantulas anormais e sementes
mortas.

Independentemente da temperatura o potencial hidrico de -0,444 Mpa diminui a
porcentagem e a velocidade da germinacdo da semente de trigo.

Ocorre aumento da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) quando as
plantas sdo submetidas a combinacdo de estresse hidrico e temperatura supradtimas ou a
qualquer uma das duas condi¢des de estresse aplicadas individualmente, sendo assim
acionada como mecanismo de defesa ao estresse oxidativo resultante dos estresses hidrico

e térmico.
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