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RESUMO

A crescente preocupacao com o aquecimento global e seus impactos na agricultura
tem intensificado a busca por estratégias que favorecam a selecéo de gendtipos mais
tolerantes ao estresse térmico. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
regimes de temperatura na germinacao e no desenvolvimento inicial de linhagens de
milho-pipoca. Foram conduzidos dois experimentos sob condi¢cdes controladas. No
primeiro, avaliou-se a germinacao em duas faixas térmicas, registrando a germinagao
final e a dindmica do processo germinativo, com énfase em vigor. No segundo, apos
a emergéncia, avaliou-se o desenvolvimento inicial das plantulas nas mesmas
condicdes, considerando caracteristicas morfoldgicas e de biomassa, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila, indices espectrais e componentes do sistema antioxidante.
Os resultados indicaram que a germinacdo final permaneceu elevada entre as
temperaturas, sugerindo que o estresse térmico atuou principalmente sobre o vigor e
a velocidade de estabelecimento, e ndo sobre a viabilidade. Durante o
desenvolvimento inicial, a elevacdo térmica promoveu respostas dependentes do
genotipo, com alteracbes em processos fotoquimicos, relagdes gasosas e sinais
espectrais, além de resposta antioxidante seletiva, na qual a catalase se mostrou o
marcador mais informativo. Considerando o conjunto de respostas sob estresse, as
linhagens mais consistentes foram L61, pela maior estabilidade do fotossistema Il
L76, por manter atividade fotoquimica e assimilacdo de carbono relativamente
elevadas, embora com reducgdes pontuais; e L594, por maior robustez estrutural e
biomassa, associadas a manutencdo da atividade de catalase, ainda que com
limitacdes em variaveis fotoquimicas. Em contraste, L263 apresentou maior limitacdo
fisiologica sob temperatura elevada. Conclui-se que a integracdo de indicadores
germinativos, morfofisiolégicos e bioquimicos permite discriminar linhagens com maior
tolerancia ao calor e fornece subsidios para programas de melhoramento de milho-

pipoca em cendrios de aumento de temperatura.

Palavras-chave: Desenvolvimento inicial, Estresse térmico, Germinagdo, Milho-

pipoca, Tolerancia ao calor.



ABSTRACT

Growing concern about global warming and its impacts on agriculture has intensified
efforts to identify and select genotypes that are more tolerant to heat stress. This study
aimed to evaluate the effects of contrasting temperature regimes on seed germination
and early seedling development of popcorn maize lines. Two controlled experiments
were conducted. In the first, germination was assessed under two temperature ranges,
focusing on final germination and germination dynamics, with emphasis on vigor. In
the second, after emergence, early seedling performance was evaluated under the
same thermal conditions, considering morphological and biomass traits, gas
exchange, chlorophyll fluorescence, spectral indices, and antioxidant system
components. The results showed that final germination remained high across
temperatures, suggesting that heat stress affected mainly vigor and the speed of
establishment rather than seed viability. During early development, elevated
temperature induced genotype-dependent responses, with changes in photochemical
performance, gas exchange behavior, and spectral signals, as well as a selective
antioxidant response in which catalase emerged as the most informative marker.
Considering the overall response under heat stress, the most consistent lines were
L61, due to greater stability of photosystem Il; L76, for maintaining relatively high
photochemical activity and carbon assimilation despite specific reductions; and L594,
for greater structural robustness and biomass, associated with maintenance of
catalase activity, although with limitations in photochemical variables. In contrast, L263
showed stronger physiological constraints under high temperature. These findings
indicate that integrating germination, morphophysiological, and biochemical indicators
allows discrimination of lines with higher heat tolerance and provides support for

popcorn maize breeding programs under warming scenarios.

Keywords: Early seedling development, heat stress, germination, popcorn, heat

stress.



1. INTRODUCAO

O milho-pipoca (Zea mays L. var. everta) € uma variedade de elevado valor
agregado, amplamente cultivada e consumida devido a sua capacidade de expanséo
guando submetida ao aquecimento (Dada et al.,, 2023). Além de sua importancia
econbmica para diferentes perfis de produtores, essa cultura apresenta relevancia
social e cultural em diversas regides (Kamphorst et al., 2021). Entretanto, a
sustentabilidade da producéo agricola tem sido progressivamente ameacada pelas
mudancas climéticas globais. O relatério de sintese do IPCC (2023) indica que a
temperatura média global ja apresentou episodios temporarios de aguecimento
superiores a 1,5 °C em relacdo ao periodo pré-industrial, sendo projetado que esse
limite possa ser permanentemente ultrapassado nas proximas décadas. Esse cenério
intensifica a ocorréncia de ondas de calor e impde riscos a estabilidade da producéo
agricola e a seguranca alimentar, especialmente em culturas sensiveis as variacdes
térmicas (IPCC, 2023).

Entre os fatores ambientais, a temperatura exerce papel determinante no
crescimento e na produtividade do milho (Zea mays L.). Estudos indicam que o
aumento da temperatura média pode impactar negativamente o rendimento da cultura,
com estimativas de reducéo de até 5,5% por grau Celsius no Brasil (Gonzalez et al.,
2022). Em escala global, o milho é considerado uma das culturas mais vulneraveis ao
aquecimento, especialmente em regides de baixa latitude (Tong et al., 2022). O milho-
pipoca, por apresentar menor porte, colmos mais delgados e menor nimero de folhas
em comparacdo ao milho comum, tende a apresentar maior sensibilidade a estresses
abidticos (Silva et al., 2020).

Neste estudo, o termo estresse térmico refere-se a exposicao das sementes e
plantulas a temperaturas acima da faixa considerada ideal para germinagao e
crescimento inicial (Zandalinas et al., 2021). Temperaturas supra-6timas podem
comprometer processos fisioldgicos essenciais, como a integridade das membranas
celulares, o metabolismo respiratorio e a atividade fotossintética, resultando em
reducao do vigor e do crescimento das plantas (Zandalinas et al., 2021; Camejo et al.,
2021).
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A germinacdo representa uma das fases mais criticas do ciclo da cultura, pois
determina o estabelecimento inicial e influencia diretamente o potencial produtivo. A
faixa térmica ideal para germinag&o do milho situa-se, em geral, entre 20 °C e 30 °C,
podendo se estender até aproximadamente 35 °C dependendo do gendétipo e das
condicdes ambientais (Benech-Arnold & Sanchez, 2020; Lee & Kim, 2022).
Temperaturas superiores a esses limites podem retardar a germinacao, reduzir a taxa
de emergéncia e comprometer o desenvolvimento subsequente das plantulas (Silva
et al., 2021).

O desenvolvimento inicial, compreendido entre a emergéncia e a formacao das
primeiras folhas, também ¢é altamente dependente das condi¢cfes térmicas. Nessa
fase, o crescimento radicular e da parte aérea, a manutencao da integridade celular e
o equilibrio metabdlico sao determinantes para o estabelecimento vigoroso da cultura
(Taiz e Zeiger, 2021). O estresse térmico pode induzir a formacdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio, exigindo a ativacdo de mecanismos antioxidantes para
mitigar danos oxidativos (Cao et al., 2024). Assim, a avaliacdo de parametros como
taxa de germinacdo, comprimento de raizes e parte aérea, teor de clorofila e atividade
enzimatica antioxidante constitui ferramenta importante para caracterizar respostas
diferenciais entre genotipos.

Andlises do aparato fotossintético, como a fluorescéncia da clorofila, permitem
detectar alteracdes funcionais em condi¢cdes de alta temperatura, contribuindo para a
identificacdo de materiais mais tolerantes (Mathur et al., 2021; Kumar et al., 2022). De
forma complementar, a caracterizacdo do sistema radicular sob estresse térmico
fornece informacdes relevantes sobre a capacidade adaptativa das plantas, visto que
0 crescimento das raizes € particularmente sensivel as variacdes térmicas (Xia et al.,
2021).

Embora existam estudos consolidados sobre estresse térmico em milho
comum, ainda séo escassas as investigacdes direcionadas especificamente ao milho-
pipoca, sobretudo durante a fase de germinacéo e desenvolvimento inicial. Também
sdo limitados os estudos comparativos entre linhagens dessa cultura quanto a
parametros fisiologicos e antioxidantes sob condi¢cdes controladas de temperaturas
supra-6timas. Essa lacuna dificulta a identificacdo de genoétipos mais tolerantes e o
avanco de estratégias de melhoramento voltadas a adaptacdo as mudancas

climaticas.
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Diante desse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do estresse térmico por altas temperaturas sobre a germinacdo e o desenvolvimento
inicial de linhagens de milho-pipoca, bem como identificar gendtipos com maior
tolerancia térmica com base em parametros fisiol6gicos e bioquimicos. Parte-se da
hipotese de que existem diferencas entre linhagens quanto a capacidade de manter o
desempenho germinativo, o crescimento inicial e o equilibrio antioxidante sob

condi¢des de temperatura supra-6tima.
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2. REVISAO EM BANCOS DE DADOS DE PROPRIEDADE INTELECTUAL.

O avanco dos estudos em melhoramento genético vegetal levou a criacdo do
Registro Nacional de Cultivares (RNC), no ambito do Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAPA). Instituido pela Portaria n°® 527, esse sistema tem como objetivo
disponibilizar aos agricultores, de forma &gil, os avancos da pesquisa genética
vegetal, além de supervisionar, analisar e registrar cultivares oriundos dos setores
publico e privado, em conformidade com a Lei de Sementes n° 10.711/2003, que
regulamenta a producao e comercializagéo de sementes e mudas no Brasil. Ressalta-
se que o registro no RNC é requisito para a producéo e comercializacdo de cultivares
no pais, ndo conferindo, por si s6, direitos de propriedade intelectual ou exclusividade
de exploracéo.

No contexto da propriedade intelectual aplicada a agricultura, a protecdo de
cultivares constitui 0 mecanismo juridico especifico para a concessao de direitos de
exclusividade sobre novas variedades vegetais no Brasil. Esse sistema, conhecido
como direitos do obtentor, é regido pela Lei n® 9.456/1997 e operacionalizado pelo
Servico Nacional de Protecao de Cultivares (SNPC), também vinculado ao MAPA.

As patentes e os direitos de protecdo de cultivares constituem instrumentos
fundamentais para a protecdo de inovacdes e a garantia de beneficios aos seus
criadores. O financiamento e a protecdo oferecidos por politicas de propriedade
intelectual representam importantes incentivos a inovacéo tecnologica (Song & Yu,
2023). Esses mecanismos desempenham fun¢gdes complementares na promocéo da
inovacdo e do desenvolvimento econdémico, a0 mesmo tempo em que estimulam a
divulgacao de novas tecnologias e 0 acesso ao conhecimento técnico-cientifico.

Para identificar as cultivares registradas da espécie em estudo, realizou-se, em
fevereiro de 2026, uma busca no site do MAPA/RNC, utilizando como parametros o
nome cientifico Zea mays L. var. everta (Sturtev.) L. H. Bailey e 0 nome comum “milho-

pipoca”. A pesquisa revelou a existéncia de 154 cultivares registradas (Tabela 1).

Tabela 1. Lista das empresas privadas e instituicdes publicas com cultivares de milho-
pipoca registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Instituicdo / Empresa Tipo Registradas

Felipe Bresolin Ltda Privada 24
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Pipolino Industria Comércio Ltda Privada 19
Agristar do Brasil Ltda Privada 11
General Mills Brasil Alimentos Ltda Privada 09
Comercial Cianorte Ltda Privada 09
Agrocomm Comeércio, Importacéo e _
. Privada 15
Exportacédo de Alimentos Ltda
Sementes Boa Esperanca Ltda Privada 04
Lodea Consultoria e Comércio de .
Privada 04
Sementes Ltda. ME
SG Nutri — Sementes, Graos e Nutrientes .
- . Privada 04
Comeércio e Servicos Ltda
Basso Comércio de Sementes, _
. . Privada 03
Importacao e Exportacdo Ltda
Seedco do Brasil Agricultura Ltda Privada 02
Yoki Alimentos S/A Privada 01
Atlantica Solutions Ltda Privada 02
Green Sementes do Brasil Ltda Privada 02
Feltrin Sementes Ltda Privada 01
TSV Sementes de Vegetais Ltda Privada 01
Marcelo Ananias Privada 02
Elemar Reinoldo Haas Privada 02
Departamento de Sementes, Mudas e _
Publica 02
Matrizes — DSMM/CATI
Universidade Estadual do Norte
_ o Publica 23
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) Pulblica 14

O RNC néo possui registros de cultivares de milho-pipoca com tolerancia ao

estresse térmico explicitamente declarado, reforcando a relevancia de pesquisas

direcionadas ao desenvolvimento de materiais adaptados a condic6es de temperatura

supra-6tima, contribuindo para o fortalecimento de uma agricultura mais resiliente.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do estresse térmico sobre a germinacao e o desenvolvimento
inicial de linhagens de milho-pipoca (Zea mays L. var. everta), integrando parametros
morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos a fim de identificar diferencas quanto a

tolerancia térmica.

3.1. Objetivos especificos

A. Determinar o desempenho germinativo das linhagens sob duas condi¢des térmicas
(30/25 °C: controle e 40/28 °C: estresse térmico);

B. Avaliar o crescimento inicial das plantulas por meio de parametros morfolégicos sob

estresse térmico;

C. Quantificar alteracdes fisiologicas associadas ao estresse térmico durante o

desenvolvimento inicial;

D. Determinar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e catalase (CAT) como indicadores bioguimicos de resposta ao

estresse térmico; e

E. Integrar os parametros germinativos, morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos para

comparar as linhagens quanto ao nivel de tolerancia ao estresse térmico.
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6. REVISAO DE LITERATURA

6.1. Mudancas climaticas e implicacdes térmicas para o milho

O aumento da concentracdo atmosférica de gases de efeito estufa tem
promovido elevacédo consistente da temperatura média global e maior frequéncia de
eventos extremos, como ondas de calor prolongadas (World Bank, 2023). Projecdes
climaticas indicam que o aquecimento podera ultrapassar 1,5 °C em relagdo ao
periodo pré-industrial nas proximas décadas, com impactos particularmente intensos
em regides tropicais (IPCC, 2023). Modelos globais estimam reducdes médias entre
3 e 7% na produtividade do milho por grau Celsius adicional de aquecimento,
dependendo da regido e das condi¢bes de manejo (Deryng et al., 2020).

O milho apresenta faixa térmica relativamente estreita para desempenho 6timo.
Durante o crescimento vegetativo, temperaturas entre 25 e 30 °C favorecem o
desenvolvimento, enquanto valores superiores a 35 °C podem se tornar limitantes
(Bebber et al., 2020). Na fase reprodutiva, temperaturas acima de 32/35 °C durante a
polinizacdo podem reduzir significativamente o pegamento de grdos. Ja na
germinacdo, a faixa ideal situa-se geralmente entre 20 e 30 °C, sendo valores
superiores a 35 °C considerados supra-6timos para muitos genaotipos (Cheng et al.,
2023; Bebber et al., 2020).

Além do efeito direto da temperatura, o aumento da demanda evaporativa
atmosférica pode exceder a capacidade hidraulica da planta em sustentar a
transpiracdo, resultando em fechamento estomatico mesmo sob disponibilidade
hidrica no solo (Zandalinas et al., 2021). A reducdo na assimilacdo de carbono,
associada ao aumento do custo respiratério, compromete o acumulo de biomassa e
pode afetar o estabelecimento inicial da cultura (Deryng et al., 2020). Nesse contexto,
a identificacdo de gendtipos com maior tolerancia térmica, especialmente nas fases
iniciais de desenvolvimento, torna-se estratégica para manutencédo do estande e do

potencial produtivo.

6.2. Bases fisioldgicas do estresse térmico em milho

O estresse térmico ocorre quando a temperatura excede o limite 6timo de
funcionamento metabdlico, desencadeando alteragBes estruturais e bioquimicas. Um

dos efeitos iniciais do calor excessivo é o aumento da fluidez das membranas
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celulares, o que compromete sua integridade, altera a permeabilidade seletiva e afeta
a manutencédo de gradientes idnicos essenciais ao metabolismo celular (Hu et al.,
2020; Swetha et al., 2025).

No aparato fotossintético, o fotossistema Il € particularmente sensivel ao calor.
Temperaturas elevadas podem afetar o complexo de oxidagdo da agua e reduzir a
eficiéncia fotoquimica (Sharkey et al., 2023; Hu et al., 2020; Swetha et al., 2025).
Embora a Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) seja central na
fixacdo de carbono, a rubisco activase apresenta maior sensibilidade térmica, levando
a desativacdo funcional da Rubisco sob temperaturas elevadas. Paralelamente, o
aumento da respiracdo mitocondrial eleva o custo energético de manutencao,
reduzindo a eficiéncia no acumulo de biomassa (Qu et al., 2021; Stainbrook et al.,
2024; Swetha et al., 2025).

O milho, por ser uma espécie C4, apresenta menor fotorrespiracdo e maior
eficiéncia no uso da agua sob temperaturas moderadamente elevadas. Contudo,
guando os limites térmicos s&o ultrapassados, mesmo plantas C4 sofrem
desestabilizacdo proteica, aumento do custo respiratério e intensificacdo da formacao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Stainbrook et al., 2024; Swetha et al., 2025).
Assim, a tolerancia ao calor depende da capacidade de manter a integridade
estrutural, a eficiéncia fotossintética e o equilibrio redox (Hu et al., 2020; Swetha et al.,
2025).

6.3. Germinagdo e desenvolvimento inicial sob estresse térmico

A germinacao € processo altamente dependente da temperatura (Khaeim et al.,
2022). Em condi¢bes o6timas, o aumento térmico acelera a cinética metabdlica,
incluindo a imbibigdo e a ativacdo enzimatica (Khaeim et al., 2022). Entretanto, sob
temperaturas supra-otimas, ocorre desorganizacdo das membranas, desequilibrio
osmotico e descompasso metabolico (Chen et al., 2025; Swetha et al., 2025). O calor
excessivo pode comprometer a mobilizacdo de reservas por afetar enzimas como a
a-amilase, além de acelerar a respiracdo, promovendo consumo prematuro das
reservas antes da emergéncia completa do coledptilo (Farooq et al., 2023).

Em milho, temperaturas superiores a 35 °C tém sido associadas a reducao da
taxa e da velocidade de germinagcdo, aumento de plantulas anormais e menor

uniformidade de emergéncia (Cheng et al., 2023). Indicadores como o indice de
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Velocidade de Germinacéo, a porcentagem de plantulas normais e o0 comprimento da
radicula e do coledptilo sdo amplamente empregados na avaliacdo do vigor sob
estresse térmico (Cheng et al., 2023; Khaeim et al., 2022).

Durante a germinagao sob calor, a intensificacdo da producao de ROS exige
ativacao precoce do sistema antioxidante (Chen et al., 2025; Swetha et al., 2025). A
eficiéncia dessa resposta € determinante para a manutencéo da viabilidade celular e
do vigor inicial. Ap6s a emergéncia, o desenvolvimento da plantula depende do
equilibrio entre crescimento radicular e expansao da parte aérea. O estresse térmico
pode reduzir o alongamento celular, alterar o balangco hormonal e comprometer o
sistema radicular, limitando a absorcdo de agua e nutrientes e prejudicando o
estabelecimento da cultura no campo (Djalovi¢ et al., 2023; Swetha et al., 2025).

Em milho-pipoca, além dos efeitos sobre germinacdo e vigor, alteracdes
fisiologicas induzidas por calor podem impactar caracteristicas tecnoldgicas, como a
integridade do pericarpo e a qualidade do amido do endosperma, que estdo
diretamente relacionadas a capacidade de expansdo dos grdos. Dessa forma, o
desempenho inicial sob estresse térmico pode ter implicacdes indiretas sobre a
gualidade final do produto (Saito et al., 2021; Damasceno Junior et al., 2021; Robles-
Plata et al., 2023).

6.4. Sistema antioxidante e mecanismos de tolerancia ao estresse térmico

A exposicao a temperaturas supra-otimas intensifica a formacao de ROS, como
superéxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH). O acumulo
dessas espécies pode provocar peroxidacgao lipidica, desnaturacéo proteica e danos
ao DNA, comprometendo o funcionamento celular.

Para mitigar esses efeitos, as plantas ativam sistemas antioxidantes
enzimaticos e nao enziméticos (Fortunato et al., 2023; Podr et al., 2021). Entre os
enzimaticos, destacam-se a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacéo
do radical superoxido; a catalase (CAT) e as peroxidases (POD e APX), responsaveis
pela remocao do peroxido de hidrogénio (Fortunato et al., 2023; Poor et al., 2021). A
atuacdo coordenada dessas enzimas € fundamental para a manutencdo da
homeostase redox sob estresse térmico. Entre os antioxidantes ndo enziméaticos,

incluem-se acido ascorbico, glutationa, carotenoides, tocoferdis e flavonoides, que
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contribuem para a neutralizacdo de ROS e protecao estrutural (Fortunato et al., 2023;
Dong et al., 2025).

Além do sistema antioxidante, proteinas de choque térmico e outras
chaperonas moleculares auxiliam na estabilizacdo de proteinas desnaturadas e na
preservacdo da integridade das membranas (Rossi & Huang, 2024). A eficiéncia
desses mecanismos varia entre genotipos e esta diretamente associada a tolerancia
diferencial ao calor (Fernandez-Crespo et al., 2022). Nesse sentido, a avaliacao
integrada de parametros germinativos, morfofisiol6gicos e da atividade enzimética
antioxidante, como SOD, CAT e POD, constitui abordagem consistente para
caracterizar respostas ao estresse térmico em linhagens de milho-pipoca.

Dessa forma, a compreensdo integrada das respostas fisiologicas e
bioquimicas ao estresse térmico nas fases iniciais de desenvolvimento fornece base
cientifica para a identificagdo de gendtipos com maior tolerancia, contribuindo para
estratégias de adaptacédo da cultura frente ao aquecimento global.

A exposicao a temperaturas supra-otimas intensifica a formacéo de ROS, como
superoxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH). O acumulo
dessas espécies pode provocar peroxidacao lipidica, desnaturacao proteica e danos
ao DNA, comprometendo o funcionamento celular.

Para mitigar esses efeitos, as plantas ativam sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Fortunato et al., 2023; Podr et al., 2021). Entre os
enzimaticos, destacam-se a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacéo
do radical superoxido; a catalase (CAT) e as peroxidases (POD e APX), responsaveis
pela remocéao do perdxido de hidrogénio (Fortunato et al., 2023; Alagupalamuthirsolai
et al., 2020). A atuacdo coordenada dessas enzimas é fundamental para a
manutencdo da homeostase redox sob estresse térmico. Entre os antioxidantes nédo
enzimaticos, incluem-se acido ascérbico, glutationa, carotenoides, tocoferéis e
flavonoides, que contribuem para a neutralizacdo de ROS e protecao estrutural
(Fortunato et al., 2023; Dong et al., 2025).

Além do sistema antioxidante, proteinas de choque térmico e outras
chaperonas moleculares auxiliam na estabilizacdo de proteinas desnaturadas e na
preservacao da integridade das membranas (Rossi & Huang, 2024). A eficiéncia

desses mecanismos varia entre genotipos e esta diretamente associada a tolerancia
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diferencial ao calor (Ferndndez-Crespo et al.,, 2022). Nesse sentido, a avaliacdo
integrada de parametros germinativos, morfofisiologicos e da atividade enzimética
antioxidante, como SOD, CAT e POD, constitui abordagem consistente para
caracterizar respostas ao estresse térmico em linhagens de milho-pipoca.

Dessa forma, a compreensdo integrada das respostas fisiologicas e
bioguimicas ao estresse térmico nas fases iniciais de desenvolvimento fornece base
cientifica para a identificacdo de genétipos com maior tolerancia, contribuindo para

estratégias de adaptacdo da cultura frente ao aquecimento global.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1. Genotipos

Foram utilizadas quatro linhagens S7 de milho-pipoca (Zea mays L. var. everta)
pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). A classificacdo das linhagens quanto a resposta
ao estresse supra-6timo de temperatura foi adaptada de Carvalho (2025),
considerando o desempenho fisiolégico e morfolégico das linhagens em diferentes
faixas térmicas.

Entretanto, no presente estudo, as linhagens foram avaliadas especificamente
durante as fases de germinagdo e desenvolvimento inicial, integrando parametros
germinativos, morfofisiolégicos e enzimaticos, permitindo uma caracterizacdo mais
abrangente da resposta ao estresse térmico em estadios iniciais.

Tabela 2. Descri¢do das linhagens de milho-pipoca utilizadas no estudo quanto ao rendimento

de gréos (RG, t ha™), capacidade de expansdo (CE, mL g™), nimero de dias para
florescimento masculino (FM), classificacdo quanto a resposta ao estresse supra-6timo de

temperatura (SO, em que T = tolerante, | = intermediaria) e genealogia.

Gendtipo RG (th™) CE(mLg?) FM(dias) SO Genealogia
L76 2011 30 59 T VICOSA
L263 1736 20 70 I PARA 172
L594 1477 20 62 I RS 20
L61 889 31 67 I BRS Angela

A classificacdo das linhagens quanto a resposta ao estresse supra-6timo de temperatura foi
adaptada com base nas conclusdes de Carvalho (2025), considerando o desempenho
diferencial das linhagens em faixas moderadas e extremas de temperatura.

7.2. Condigcdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), sendo o0s ensaios de germinagdo e
desenvolvimento inicial realizados em periodos distintos, porém sob as mesmas
condicBes ambientais controladas. Foram adotadas duas condi¢cfes experimentais de
temperatura dia/noite: controle (30/25 °C) e estresse térmico (40/28 °C), mantidas em

camaras de crescimento equipadas para controle programavel de temperatura e
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monitoradas continuamente por dataloggers instalados no interior das camaras, a fim
de registrar possiveis oscilacdes e assegurar estabilidade térmica.

O regime térmico foi ajustado manualmente ao longo do dia para simular
variacdo térmica diurna. Na camara controle, a temperatura foi programada para 28
°C as 08:00 h, elevada para 30 °C as 12:00 h, reduzida para 28 °C as 16:00 h e
estabilizada em 25 °C as 20:00 h. Na camara de estresse térmico, 0s ajustes seguiram
0 mesmo padrdo temporal, sendo 34 °C as 08:00 h, 40 °C as 12:00 h, 34 °C as 16:00
h e 28 °C as 20:00 h. Essa estratégia permitiu simular um pico térmico diario,
representando condi¢cdes supra-6timas durante o periodo de maior incidéncia
luminosa.

A iluminacao foi fornecida por painel Quantum Grow LED 1000 W (Samsung,
modelo LM301B). Observou-se que a intensidade luminosa variava conforme a
distancia entre o painel e o dossel das plantas, atingindo aproximadamente 1000-1100
pmol m™2 s™ a 10 cm, cerca de 800 pmol m™2 s™* a 30 cm e entre 500-600 pmol m™2
st a 45-50 cm. Com auxilio de medidor portatil de radiacdo fotossinteticamente ativa,
foi determinada uma distancia média de 20 cm entre o painel e as plantas, a fim de
evitar excesso de radiacao incidente. Nessa posicéo, a intensidade luminosa média
registrada foi de aproximadamente 567 umol m~2 s™ no ambiente controle e 540 umol
m™2 s™1 no ambiente de estresse térmico. O fotoperiodo adotado foi de 12 h, com

umidade relativa mantida entre 60 e 70% (dia/noite).

7.2.1. Teste de germinacao em papel germitest

Os testes de germinacao foram realizados no Laboratério de Fitotecnia (LFIT)
da UENF, no Setor de Tecnologia de Sementes. As sementes das quatro linhagens
previamente descritas foram submetidas as duas condi¢fes térmicas estabelecidas
(controle e estresse térmico), respeitando as oscilacbes diarias de temperatura
descritas na se¢ao anterior.

O substrato utilizado foi papel germitest, previamente pesado e umedecido a
70% de sua capacidade de retencdo de agua. Para esse ajuste, determinou-se a
massa do papel seco e adicionou-se volume de agua correspondente a proporcao
estabelecida. A umidade foi monitorada diariamente por pesagem, sendo realizada
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reposicao hidrica quando necessério ao longo dos sete dias de conducéo do teste, de
modo a evitar variagdes na disponibilidade de agua.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 2 (quatro genétipos x duas temperaturas), com quatro repeticées
por tratamento. A unidade experimental foi constituida por um rolo de papel germitest
contendo 20 sementes distribuidas uniformemente ao longo da folha de papel. Apds
a disposicdo das sementes, os papéis foram enrolados cuidadosamente em formato
cilindrico e acondicionados em duas sacolas plasticas sobrepostas, posicionadas com
aberturas em dire¢des opostas, visando reduzir perdas por evaporagao.

As repeticbes foram dispostas nas camaras de crescimento conforme cada
condicdo experimental. Durante o periodo de avaliagdo, os rolos foram retirados
diariamente apenas para contagem das sementes germinadas e imediatamente
recolocados na mesma posi¢cado original na camara, ndo havendo rodizio entre
posicdes. Essa estratégia permitiu minimizar variacdes associadas a manipulacéo,
mantendo as condi¢des previamente estabelecidas.

As contagens foram iniciadas no segundo dia ap0s a semeadura e realizadas
diariamente até o sétimo dia. Considerou-se germinada a semente que apresentou
emissdo visivel da radicula. Ao sétimo dia foram determinados o percentual de
germinacdo, o numero de plantulas normais, plantulas anormais e sementes nao
germinadas. A classificacdo das plantulas seguiu os critérios estabelecidos nas
Regras para Analise de Sementes, considerando-se como plantulas normais aquelas
com estruturas essenciais bem desenvolvidas e sem deformidades que
comprometessem o desenvolvimento subsequente.

Adicionalmente, todas as amostras foram fotografadas ao final do experimento
para posterior andlise digital no software Imaged, permitindo quantificacédo

complementar do desenvolvimento inicial.
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Figura 1. Representacdo esquematica do experimento germinativo nas condicbes e
ambientes impostos.

7.2.2. Avaliagdo de desenvolvimento inicial

As avaliacdes de desenvolvimento inicial foram conduzidas no Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da UENF, sob as mesmas condi¢cdes
térmicas descritas anteriormente. O experimento foi instalado em delineamento em
blocos ao acaso, em esquema fatorial 4 x 2 (quatro genotipos x duas temperaturas),
com quatro repeti¢cdes por tratamento.

O cultivo foi realizado em copos de isopor com capacidade de 720 mL (12 cm
de altura, 11 cm de didmetro superior e 7,5 cm de didmetro inferior), perfurados na
base para drenagem. Cada recipiente recebeu inicialmente duas sementes. Apés a
emergéncia e desenvolvimento inicial das plantulas, realizou-se o desbaste,
mantendo-se apenas a planta mais vigorosa por recipiente. Assim, cada unidade
experimental passou a ser representada por um copo contendo uma planta.

O substrato utilizado foi o Basaplant®, composto por casca de Pinus, fibra de
coco, turfa fibrosa, vermiculita, NPK e micronutrientes. A irrigacdo foi realizada com
solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), diluida a 1/4 da concentracdo padrao,
aplicada a cada dois dias, com volumes variando entre 100 e 200 mL conforme a
necessidade hidrica das plantas. A solugdo forneceu macronutrientes e
micronutrientes essenciais ao crescimento inicial, assegurando que eventuais efeitos

observados fossem atribuidos predominantemente as condi¢cdes térmicas impostas.
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Apbés o plantio, os recipientes foram acondicionados nas camaras de
crescimento. Todos os tratamentos foram inicialmente mantidos sob condicdo de
28/25 °C até a emergéncia das plantulas. A partir desse momento, aplicaram-se as
variagdes térmicas correspondentes a cada tratamento (controle ou estresse térmico).
O experimento foi conduzido até 15 dias ap6s a emergéncia (DAE), periodo em que
as plantas se encontravam aproximadamente nos estadios fenolégicos V2-V3.

A intensidade luminosa foi controlada conforme descrito na secao anterior,
mantendo-se distancia média de 20 cm entre o painel LED e o dossel das plantas. O
fotoperiodo adotado foi de 12 horas, com umidade relativa mantida entre 60-70%. A

irrigacéao foi realizada de forma uniforme entre tratamentos, evitando déficit hidrico.

DESENVOLVIMENTO INICIAL

Controle Tratamento
30°C/25°C 40°C/28°C

fotoperiodo: 12 h

UR%: 60 %/70 %
(dia/noite)

Quantum Grow Led 1000w
Eficiéncia Luminosa:
30cm/1950umol

’ Avaliagdes
£ Morfofisiolégicas e

& enzimaticas

|
BHEm) (1

Camaras climatizadas com controle
de temperatura e umidade

Figura 2. Representac@o esquematica do experimento de desenvolvimento inicial de plantas
de milho-pipoca, nas condi¢cdes e ambientes impostos.
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8. CARACTERISTICAS AVALIADAS

As caracteristicas analisadas foram divididas em trés categorias principais,
correspondentes as diferentes fases e estruturas do desenvolvimento das plantas:
fase germinativa, parte aérea e sistema radicular. A descricdo detalhada de cada

grupo € apresentada a seguir:

8.1. Caracteristicas germinativas

No grupo de caracteristicas germinativas, foram avaliadas: taxa de germinacao
ao sétimo dia (GER), numero de plantulas normais (NPN), nimero de plantulas
anormais (NPA), nimero de sementes ndo germinadas (SNG) e indice de velocidade
de germinacao (IVG).

A GER foi determinada pela porcentagem de plantulas normais emergidas ao
sétimo dia ap6s a semeadura, considerando o total de sementes avaliadas por
unidade experimental. As sementes ndo germinadas (SNG) foram definidas como
aguelas que nado apresentaram qualquer sinal visivel de protruséo radicular até o final
do periodo de avaliagdo. As plantulas anormais (NPA) foram caracterizadas pela
presenca de ma formacgéo nas estruturas essenciais ao desenvolvimento, enquanto
as plantulas normais (NPN) foram aquelas que apresentaram desenvolvimento
estrutural completo e auséncia de deformidades significativas, conforme os critérios
estabelecidos nas Regras para Analise de Sementes.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi obtido a partir de contagens
diarias do numero de plantulas germinadas até a estabilizacdo do estande, conforme
metodologia proposta por Maguire (1962). Considerou-se germinada a plantula a partir
da emisséo visivel da radicula. O IVG foi calculado segundo a equacéo:

em que G4, G,, ..., G, correspondem ao numero de plantulas germinadas em
cada dia de contagem, e N4, N, ..., N, representam o numero de dias decorridos

desde a semeadura até cada contagem.

IVG—Gl +GZ+ +Gn-
" N1 N2 Nn'’

em que:
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G4, Gy, ..., G, correspondem ao numero de plantulas germinadas em cada dia

de contagem, e N;, Nj, ..., N, representam o numero de dias decorridos desde a

semeadura até cada contagem.

Figura 3. (A) Disposicdo paralela das sementes no papel germitest; (B) Sementes ap0s
protrusdo radicular; (C) Sequéncia de imagens de um mesmo gendtipo para andlise digital.

8.2. Caracteristicas morfologicas

Estimou-se o comprimento da parte aérea (CPA), o peso de massa fresca
(PFA), a massa seca da parte aérea (PSA), a area foliar (AF) e o didametro de colmo
(DC). O CPA foi obtido por processamento de imagens no software ImageJ, medindo-
se a distancia da base da plantula (acima do solo) até a insercdo da primeira folha
expandida.

A AF foi estimada a partir de fotografias digitais individuais, analisadas no
mesmo software. O DC foi medido com paquimetro digital. Para o PFA, a parte aérea
foi destacada e pesada em uma balanca analitica. Para PSA, as amostras foram secas
em estufa de circulacdo forcada de ar (70 °C) até peso constante e, posteriormente
foram pesadas em balanca analitica de precisdo. Os resultados foram expressos em
mg/plantulat.
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Figura 4. (A) Determinacdo da matéria fresca da parte aérea em balanca analitica de
precisdo; (B) Disposicao individual das folhas para estimativa da éarea foliar por
processamento digital no software ImageJ/Fiji; (C) Registro da planta inteira para
quantificacdo do comprimento da parte aérea por analise de imagem.

8.2.1. Caracteristicas radiculares

Para a andlise das caracteristicas radiculares, as raizes foram cuidadosamente
removidas do substrato e lavadas em agua corrente com auxilio de peneira de malha
fina, garantindo a completa remocdo de particulas aderidas sem danificar as
estruturas radiculares. Ap6s a lavagem, cada sistema radicular foi posicionado
individualmente em bandejas acrilicas contendo uma fina lamina de agua, com o
objetivo de minimizar a sobreposicdo das raizes e facilitar a distincdo das estruturas
durante a captura das imagens.

As imagens foram obtidas sob sistema de iluminacédo difusa padronizado,
assegurando contraste adequado entre as raizes e o fundo. Posteriormente, as
imagens digitais foram analisadas no software ImageJ/Fiji, previamente calibrado
utilizando régua milimetrada posicionada na propria bandeja, permitindo a conversao
da escala de pixels para milimetros.

A metodologia de quantificacdo radicular adotada neste estudo foi
fundamentada nos principios de biometria digital amplamente empregados na analise
morfométrico de plantulas, os quais permitem estimar comprimento, area e perimetro
por meio do processamento de imagens digitalizadas. Embora existam equipamentos

especificos para analise automatizada de sistemas radiculares, as métricas avaliadas
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(area, perimetro e comprimento) podem ser obtidas com elevada precisdo mediante
softwares de analise de imagem devidamente calibrados. Assim, optou-se por adaptar
a logica de biometria digital utilizada na avaliagdo de plantulas para a quantificacdo
do sistema radicular, empregando o ImageJ/Fiji como ferramenta analitica. Essa
adaptacao permitiu a obtencéo consistente das variaveis morfométricas, assegurando
reprodutibilidade por meio da padronizacdo da captura das imagens e calibracédo
prévia da escala.

As variaveis radiculares extraidas foram: area total (AT), perimetro total (PT),
comprimento radicular total (CRT), nimero de raizes primérias (NRP) e numero de
ramificacdes (NR). A area total correspondeu a area bidimensional ocupada pelas
raizes na imagem digital. O perimetro total representou a soma dos contornos
externos das estruturas radiculares detectadas. O comprimento radicular total foi
obtido a partir da soma de todos os segmentos radiculares identificados, refletindo o
desenvolvimento longitudinal do sistema radicular.

O numero de raizes primarias foi determinado pela contagem das raizes
emergentes diretamente da base da plantula, enquanto o numero de ramificacdes foi
estimado a partir da identificagcdo dos pontos de bifurcacao lateral ao longo do sistema
radicular.

Adicionalmente, foi determinada a matéria fresca radicular (MFR), obtida
imediatamente apds a lavagem e remocéo do excesso de agua superficial por leve
enxugamento com papel absorvente. Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas em sacos de papel e submetidas & secagem em estufa de circulacdo
forcada a 65 °C até peso constante, sendo entdo determinada a matéria seca radicular

(MSR). Os resultados foram expressos em mg plantula™ (miligrama por plantula).
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Figura 5. (A) Fotografia das raizes dispostas no acrilico; (B) Secagem das raizes em
temperatura ambiente; (C) Disposicdo das raizes para aferir o peso fresco.

8.3. Caracteristicas fisiologicas

As avaliacdes fisioloégicas foram realizadas aos 15 dias apds a emergéncia
(DAE), quando as plantas se encontravam aproximadamente nos estadios V2-V3. As
medicBes foram realizadas na ultima folha completamente expandida, no periodo da
manha (entre 08:00 e 11:00 h), visando reduzir variagdes associadas ao ciclo diurno.

Foram estimadas a taxa fotossintética liquida (A, umol CO, m™2 s™), a taxa de
transpiracdo (E, mmol H,O m™2 s™), a condutancia estomatica (Gs, mol H,O m™2 s71),
a concentracéo interna de CO, (Ci, pmol mol™) e o déficit de presséo de vapor folha-
ar (VPD, kPa), utilizando analisador portatil de gases por infravermelho (IRGA),
modelo LI-6400 (LI-COR Biosciences, Nebraska, EUA).

O equipamento foi previamente calibrado antes das avaliagbes. A intensidade
luminosa na camara foi ajustada para 700 pmol fétons m™2 s™, controlada de acordo

com a radiacao fotossinteticamente ativa (PAR). O fluxo de ar foi mantido em 415 pumol
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s™1, e utilizou-se cartucho de CO, para estabilizacdo da concentracdo de CO, no
interior da camara. A temperatura do bloco da camara foi ajustada para acompanhar
a temperatura ambiente vigente no momento da avaliagdo, em torno de 34 °C no
tratamento de estresse térmico.

Apoés o posicionamento da folha na camara, aguardou-se a estabilizacdo dos
parametros fisioldgicos antes do registro dos dados, garantindo que as leituras fossem
realizadas sob condigcbes de equilibrio fisioldgico. As superficies foliares foram
cuidadosamente posicionadas para evitar dobras ou danos que pudessem interferir
nas medicoes.

O teor relativo de clorofila (CHL), o contetido foliar de antocianinas (ANT), o
teor de flavonoides (FLV) e o indice de balangco de nitrogénio (NBI) foram
determinados em folhas completamente expandidas utilizando o medidor portatil
Dualex® (FORCE-A Scientific). Foram realizadas leituras em mdltiplos pontos do terco
médio da folha, evitando a nervura central, e utilizada a média das leituras por folha
para andlise estatistica.

A refletancia foliar foi avaliada com espectrébmetro portatil CI-710 (CID Bio-
Science, Inc., EUA), previamente calibrado com padrdes branco e escuro. As
medi¢cOes foram realizadas no terco médio da folha aos 15 DAE. A partir dos espectros
obtidos, foram calculados os seguintes indices espectrais:

« PRI (Photochemical Reflectance Index)
« NDVI (Normalized Difference Vegetation Index)

Esses indices foram utilizados como indicadores indiretos de eficiéncia
fotoquimica e estado fisiologico das plantas sob diferentes condi¢ces térmicas.

As analises de fluorescéncia foram realizadas utilizando fluorimetro por imagem
modulado FluorCam 800 MF (Photon System Instruments, Republica Tcheca),
configurado para protocolo de quenching.

Antes das medicOes, as folhas foram adaptadas ao escuro por um periodo
minimo de 30 minutos. Apds esse intervalo, foram posicionadas sob o sistema de
captura do equipamento, que registra imagens da fluorescéncia em tempo real,
permitindo a analise simultanea de multiplos pontos da folha. Durante as avaliacdes,
foram obtidos os parametros Fo (fluorescéncia minima), Fm (fluorescéncia maxima), Fv

(fluorescéncia variavel) e Fv/Fm (eficiéncia quantica maxima do fotossistema II). Além
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desses, também foram registrados outros parametros fotossintéticos, como PSII

(rendimento quantico efetivo do fotossistema Il), NPQ (dissipacao nao fotoquimica de

energia), qP (coeficiente de extin¢do fotoquimica) e gL (fracdo de centros abertos do
PSII).

Figura 6. (A) Inicio das avaliagBes fisiologicas; (B) Avaliacdo com o IRGA; (C)
Avaliacdo com o aparelho portétil Dualex; (D) Preparacédo das plantas para as analises
no FluorCam.
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8.4. Caracteristicas enzimaticas

A atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), peroxidase (POD) e
superoxido dismutase (SOD) foi determinada a partir de extrato enzimatico obtido da
ultima folha completamente expandida, a mesma utilizada nas avalia¢des fisioldgicas,
aos 15 dias apés a emergéncia (DAE). As coletas foram realizadas no periodo da
manha, entre 08:00 e 10:00 h, visando reduzir variagdes associadas ao ciclo diurno.

Para cada repeticAo experimental, as amostras foram processadas
individualmente, ndo sendo realizado pool de plantas. Aproximadamente 500 mg de
tecido foliar fresco foram macerados em nitrogénio liquido, em almofariz previamente
resfriado, garantindo eficiente ruptura celular e preservacao da atividade enzimatica.

O material foi homogeneizado em 5 mL de tampéo de extragcdo composto por
tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,5), suplementado com PVPP (1-2% p/v),
EDTA (1 mM), PMSF (1 mM) e DTT (0,1 mM). O PVPP foi utilizado para remogé&o de
compostos fendlicos; o EDTA atuou como quelante de ions metélicos; o PMSF como
inibidor de proteases; e o DTT como agente redutor, auxiliando na manutencéo da
estabilidade proteica.

O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 10.000

g por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e mantido sob refrigeracéo até
a realizacdo imediata das analises.
A atividade da catalase foi determinada pelo monitoramento da decomposicdo do
peroxido de hidrogénio (H,0,), acompanhando-se a redu¢do da absorbancia a 240
nm em espectrofotbmetro, conforme metodologia de Havir et al. (1987). A atividade
enzimatica foi calculada com base no coeficiente de extincdo molar do H,0, e
expressa como pmol de H,O, decomposto min mg™ de proteina.

A atividade da peroxidase foi determinada segundo Kar e Mishra (1976),
monitorando-se o0 aumento da absorbancia a 420 nm devido a oxidacdo do substrato
especifico na presenca de H,0,. A atividade foi calculada com base na variacdo da

absorbancia por minuto e expressa em unidades de atividade por mg de proteina.

38



A atividade da SOD foi determinada conforme Giannopolitis e Ries (1977),
baseada na capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do nitro azul de tetrazoélio
(NBT) sob iluminagdo fluorescente. A absorbéncia foi medida a 560 nm, e uma
unidade de atividade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necesséria
para promover 50% de inibicdo da fotorreducdo do NBT. Os resultados foram

expressos em unidades de SOD mg™ de proteina.

Figura 7. (A) Congelamento instantdneo das amostras de tecido foliar em nitrogénio
liquido para armazenamento a - 80° C; (B) Centrifugacdo das amostras; (C) Amostras
prontas para espectrofotometria.

8.5. Anadlises estatisticas

Antes da realizacdo das andlises de variancia, foram considerados o0s
pressupostos do modelo linear, especialmente quanto a normalidade dos residuos e
a homogeneidade das variancias, conforme exigido para a aplicacdo de testes
paramétricos como a ANOVA. No software GENES, tais verificagfes sdo conduzidas
por meio de testes especificos aplicados aos residuos do modelo, como testes de
normalidade e testes de homogeneidade de variancias, assegurando a adequacao

dos dados as premissas estatisticas.
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Foi realizada a andlise de variancia conjunta entre os tratamentos
(temperaturas), de acordo com o modelo:

Yijk =pu+ Gi+ BT+ T; + GTyj + €ijk

em que:

Yiik: valor observado do i-ésimo genoétipo na j-ésima temperatura k-ésimo
bloco; u: constante geral; Gi: efeito fixo do i-€simo genotipo; B/Tj: efeito do k-ésimo
bloco dentro da j-ésima temperaturaj; T;: efeito fixo do j-ésima Temperatura; GTi;:
efeito fixo da interagcdo entre o i-€simo genotipo com a j-ésima temperatura; e &ijk: erro
aleatorio experimental médio associado a observacao Yijx.

Quando detectadas diferencas significativas na andlise conjunta, procedeu-se
a comparacao de meédias. O teste Tukey foi aplicado para comparacao dos genotipos
dentro de cada tratamento, adotando-se nivel de significancia de 5%. As andlises

estatisticas foram realizadas no software Genes (Cruz, 2016).
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9. RESULTADOS

9.1. Monitoramento das temperaturas

Por meio da utilizacdo do equipamento Datalogger da marca AKSO, modelo
AK172 mini, foi possivel confirmar que as temperaturas propostas nas camaras de
crescimento para avaliagdo das linhagens de milho-pipoca foram mantidas de forma
satisfatéria ao longo dos 15 dias ap6s a emergéncia (DAE). As leituras registradas
indicam que as faixas térmicas previamente estabelecidas (temperatura controle:
30/25 °C e temperatura supra-6tima: 40/28 °C) foram geralmente alcancadas, ainda
gue com variag@es previsiveis, sobretudo nas temperaturas maximas (Figura 8).

No ambiente controle (30/25 °C), a temperatura maxima registrada foi de 31,9
°C, enquanto a minima foi de 22,7 °C. A umidade relativa do ar variou entre 48,2% e
94,1%, refletindo oscilagées microclimaticas internas associadas a evapotranspiracao
das plantas e ao funcionamento do sistema de iluminag&o.

No ambiente de temperatura supra-6tima (40/28 °C), a temperatura maxima
registrada foi de 41,5 °C, com minima de 23,1 °C, confirmando que o pico térmico
programado foi efetivamente atingido. A umidade relativa variou de 38,3% a 92,2%.
Embora tenha sido registrado valor minimo de 38,3% em momentos pontuais, a
umidade manteve-se predominantemente na faixa de 70% a 80% durante a maior
parte do periodo experimental (Figura 8).

O pico térmico observado no tratamento esta associado, em parte, a
contribuicdo térmica adicional do painel LED Quantum Grow 1000 W durante o
fotoperiodo. O monitoramento continuo por meio do Datalogger permitiu acompanhar
essas oscilagbes e confirmar que as condigbes de estresse térmico programadas

foram efetivamente impostas ao longo do experimento.
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Variacao de temperatura e umidade nos ambientes

= Temperatura — Supra-6tima (40/28°C) —— Umidade — Supra-6tima (40/28°C)
Temperatura — Controle (30/25°C) Umidade — Controle (30/25°C)
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Figura 8. Variacé@o de temperatura e umidade relativa ao longo de 15 dias ap0s a emergéncia
(DAE). As linhas representam os registros continuos de temperatura (°C) e umidade relativa
do ar (%RH) em dois regimes térmicos: supra-6timo (40/28 °C) e controle (30/25 °C). A
temperatura € apresentada no eixo y esquerdo (linha vermelha e laranja) e a umidade relativa
no eixo y direito (linha azul escuro e azul claro).

9.2. Teste germinativo

Na analise conjunta, as variaveis GF, PSA, PSR, CPA, CR, NRS e ATP
apresentaram significancia para o fator genétipo (G), indicando diferencas estatisticas
entre os gendtipos. Para o fator temperatura (T), observou-se significancia para CPA.
Para IVG, embora o fator temperatura (T) tenha sido significativo, a interpretagéo deve
considerar a significancia da interacdo GxT, indicando que a resposta do IVG a

temperatura variou entre os genaotipos (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de varidncia conjunta para as caracteristicas
germinativas avaliadas em plantulas de milho-pipoca sob duas condicdes térmicas
(controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), ao final de sete dias de avaliacao.

sV G T GxT Residual Média  CV (%)
DF=3 DF=1 DF=3 DF=18

VG 4,31 ns 21,95 i 8,59 . 1,72 18,09 7,24
GF 86,46 " 3,13 s 313 0™ 14,24 97,19 3,88
PSA 0,0133 ™ 0,0000 " 0,0004 " 0,0003 0,15 9,45
PSR 0,030 * 0,0030 " 0,0060 “ 0,0002 0,17 8,99
CPA 7,21 - 4,58 ™ 0,4470 " 0,2011 4,19 10,71
CR 10,39 1,05 ns 308,35 " 0,4539 5,25 12,84
NRS 19,10 ™ 0,0313 " 0,3021 " 0,2587 1,38 36,99
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ATP 4,71 ™ 00221 " 0,1683 "  0,0631 2,31 10,89

SV = fonte de variagdo; G = genotipos; T = Temperatura; GXT = intera¢do entre genoétipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variagdo; IVG = indice de velocidade de germinacdo; GF = germinacao final
(%); PSA = peso seco da parte aérea (g); PSR = peso seco da raiz (g); CPA = comprimento
da parte aérea (cm); CR = comprimento da raiz (cm); NRS = nimero de raizes secundarias;
ATP = altura total da plantula (cm). ns = néo significativo; * e ** = significativos a 5% e 1% de
probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Ja na interacdo gendtipo x ambiente (GxT) trés varidveis apresentaram
significancia: IVG, PSR e CR. Os coeficientes de variacao (CV) foram, em geral,
inferiores a 15%, indicando boa precisdo experimental. A excec¢ao foi observada no
namero de raizes secundarias (NRS), com CV de 36,99% (Tabela 3).

A analise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas temperaturas permitiu
comparar as médias das caracteristicas germinativas tanto entre linhagens dentro de
cada temperatura quanto entre temperaturas para cada linhagem (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo de médias das caracteristicas germinativas em quatro

linhagens de milho-pipoca avaliadas sob duas faixas de temperatura diurna/noturna
(25/30 °C e 28/40 °C), comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

VG GF

G 30/25 °C 40/28 °C G 30/25 °C 40/28 °C

L76 1763 Aab 1950 Aa L76 100,00 Aa 100,00 Aa
L263 17,46 Aab 17,75 Aa L263 9250 Aa 92,50 Aa
L594 15,08 Bb 19,58 Aa L594 97,50 Aa 100,00 Aa

L61 18,88 Aa 18,83 Aa L61 97,50 Aa 97,50 Aa

PSA PSR

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 0,1961 Aa 0,1975 Aa L76 0,2267 Ba 0,3133 Aa
L263 0,1484 Ab 0,1328 AbD L263 0,1812 Ab 10,1482 BbD
L594 0,1513 Bb 0,1724 Aa L594 0,1204 Ac 0,1407 Abc

L61 0,0980 Ac 0,1012 Ac L61 0,1133 Ac 0,1163 Ac

CPA CR

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 5,46 Aa 4,45 Ba L76 5,78 Aa 564 Aa
L263 3,04 Ab 2,57 Ab L263 6,41 Aa 550 Aab
L594 4,58 Aa 4,31 Aa L594 2,92 Bb 4,17 Ab
L61 521 Aa 3,92 Ba L61 6,61 Aa 4,96 B ab

NRS ATP

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 325 Aa 3,88 Aa L76 3,31 Aa 3,61 Aa
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L263 1,36 AbD 1,13 Ab L263 1,97 Ab 1,80 Ab
L594 0,00 Ac 0,00 Ac L594 1,85 Ab 2,15 Ab
L61 0,75 Abc 0,63 Abc L61 2,01 Ab 1,78 Ab

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). G = gendtipo (linhagem); IVG = indice de velocidade de
germinacéo; GF = germinacéo final; PSA = peso seco da parte aérea; PSR = peso seco da
raiz; CPA = comprimento da parte aérea; CR = comprimento da raiz; NRS = nimero de raizes
secundarias; ATP = altura total da plantula.

Na comparacdo das médias dentro de cada temperatura, para o indice de
velocidade de germinacéao (IVG), observaram-se diferencas significativas apenas na
temperatura de 30/25 °C, na qual a linhagem L61 apresentou o maior valor médio,
diferindo estatisticamente apenas da linhagem L594. Para a germinacéo final (GF), as
médias mantiveram-se elevadas em todos os gendétipos, variando de 92,5% a 100,0%,
sem diferencas estatisticas entre as linhagens em ambas as temperaturas (Tabela 4).

Quanto ao peso seco da parte aérea (PSA), a linhagem L76 apresentou as
maiores meédias nas duas condi¢Bes térmicas, ndo diferindo estatisticamente da
linhagem L594 na temperatura de estresse. Em contraste, a linhagem L61 apresentou
as menores médias de PSA em ambas as temperaturas, sendo estatisticamente
inferior as demais. Para o peso seco da raiz (PSR), a linhagem L76 novamente se
destacou, apresentando as maiores médias nos dois ambientes, diferindo
estatisticamente das demais linhagens. Ja a linhagem L61 apresentou 0os menores
valores de PSR em ambas as temperaturas, nao diferindo estatisticamente da
linhagem L594 (Tabela 4).

No comprimento da parte aérea (CPA), as linhagens L61, L76 e L594
apresentaram médias estatisticamente superiores a linhagem L263 em ambos o0s
ambientes térmicos. Para o comprimento da raiz (CR), na temperatura de 30/25 °C, a
linhagem L61 apresentou a maior média, sem diferir estatisticamente da L263 e L76.
Em 40/28 °C, a linhagem L76 apresentou a maior média de CR, também sem diferir
da L263 e L61. Por fim, para o numero de raizes secundarias (NRS) e a altura total
da plantula (ATP), a linhagem L76 apresentou as maiores médias em ambas as
temperaturas, sendo estatisticamente superior as demais linhagens.

Na comparacado de médias entre temperaturas para cada linhagem, observou-
se que as caracteristicas GF, NRS e ATP permaneceram estaveis entre os ambientes
para todas as linhagens. A linhagem L594 foi a Unica a apresentar aumento

significativo no IVG sob a temperatura mais elevada, enquanto as demais mantiveram
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valores constantes entre os ambientes. Para o PSR, a linhagem L76 apresentou
aumento na temperatura de estresse, ao passo que a linhagem L263 apresentou
reducdo; as demais linhagens nédo apresentaram variacoes significativas. Em relacéo
ao PSA, apenas a linhagem L594 apresentou incremento na temperatura mais
elevada, mantendo-se constantes os valores das demais linhagens.

Quanto ao comprimento da parte aérea (CPA), as linhagens L76 e L61
apresentaram reducao significativa na temperatura mais elevada, enquanto as demais
nédo sofreram alteragbes. Para o comprimento da raiz (CR), a linhagem L263 foi a
Unica a apresentar aumento na temperatura alta, enquanto a linhagem L61 apresentou
reducdo; as demais linhagens mantiveram valores estatisticamente semelhantes entre

as temperaturas.

9.3. Caracteristicas morfoldgicas

A andlise de variancia conjunta das caracteristicas morfolégicas houve efeito
significativo do fator genétipo (G) para seis variaveis: diametro do colmo (DC), altura
da planta (ALT), peso da parte aérea fresca (PAF), peso da parte aérea seca (PAS),
peso radicular fresco (PRF) e peso radicular seco (PRS). As demais variaveis, area
foliar (AF), area radicular total (ART), peso radicular total (PRT), comprimento
radicular total (CRT), nimero de raizes primarias (NRP) e numero de ramificacdes
(NR), ndo apresentaram diferencas significativas entre genétipos (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da andlise de varidncia conjunta para as caracteristicas

morfologicas avaliadas em plantulas de milho-pipoca sob duas condicfes térmicas
(controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), ao longo de quinze dias apds a emergéncia.

G T GxT Residual Ccv

SV Média
DF=3 DF=1 DF=3 DF=24 (%)
DC 9435,75 3956,41 © 0,1798 " 0,4597 6,86 9,89
ALT 147,82 2421,14 © 29,320 " 16,63 56,24 7,25
AF 2194,56 "  11570,20 * 1743,53 s 881,70 182,96 16,23
PAF 48,27 3583 © 2,36 ™ 2,33 8,23 18,57
PAS 0,1202 ™ 0,0490 * 0,0100 s 0,0146 0,5600 21,68
PRF 351 7 6,90 ™ 0,0400 ns 0,4200 2,76 23,60
PRS 0,0100 ™ 0,0040 "  0,0020 s 0,0010 0,1400 26,92
ART 70,89 " 271,55 39,87 s 64,16 28,51 28,09
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PRT 48493,00 " 917938,51 ™ 23574,64 "  44797,65 754,70 28,04
CRT 15628,87 " 237600,64 ™ 11710,28 "  13199,16 398,93 28,80
NRP 1,33 ™ 62,50 ° 1,17 ™ 2,77 9,60 17,34
NR 192491,87 "s 2226896,10 ™ 215810,50 " 115756,43 905,10 37,59

SV = fonte de variagcéo; G = genotipos; T = Temperatura; GXT = interacdo entre gendtipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variagéo; DC = didmetro do colmo (mm); ALT = altura da planta (cm); AF = area
foliar (cm2); PAF = peso da parte aérea fresca (g); PAS = peso da parte aérea seca (g); PRF
= peso radicular fresco (g); PRS = peso radicular seco (g); ART = area radicular total (cm?);
PRT = perimetro radicular total (cm); CRT = comprimento radicular total (cm); NRP = nimero
de raizes primarias; NR = nimero de ramifica¢des. ns = ndo significativo; * e ** = significativos
a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Para o fator temperatura (T), foi observado efeito significativo para a maioria
das varidveis: DC, ALT, AF, PAF, PAS, PRF, ART, PRT, CRT, NRP e NR. Apenas o
peso radicular seco (PRS) n&o apresentou diferenca significativa entre os ambientes.
Na interacdo genadtipo x temperatura (GxT) nao foi verificado efeito significativo para
nenhuma das caracteristicas morfologicas avaliadas. Quanto aos coeficientes de
variacdo, DC e ALT apresentaram valores abaixo de 10%. As varidveis PAF, PAS,
PRF e PRS tiveram CVs entre 18% e 27%. JA ART, PRT, CRT e NR apresentaram
coeficientes superiores a 28% (Tabela 5).

A analise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas faixas térmicas
permitiu comparar as médias das caracteristicas morfologicas tanto entre linhagens
dentro de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada linhagem (Tabela

6).

Tabela 6. Comparacédo das estimativas das médias das caracteristicas morfologicas
em quatro linhagens de milho-pipoca avaliadas sob duas faixas de temperatura
diurna/noturna (25/30 °C e 28/40 °C). As comparagdes entre as condi¢des térmicas
para cada linhagem e entre os gendtipos dentro de cada ambiente foram realizadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

DC ALT

G 30/25 °C 40/28 °C G 30/25 °C 40/28 °C

L76 7,34 Aab 6,48 Ab L76 63,50 Aab 52,06 Bab
L263 6,31 Ab 5,55 Ab L263 63,74 Aab 44,40 Bc
L594 850 Aa 7,87 Aa L594 69,42 Aa 52,30 Ba
L61 6,54 Ab 6,28 Ab L61 59,42 Ab 45,08 Bbc

AF PAF

G 30/25 °C 40/28 °C G 30/25 °C 40/28 °C

L76 187,30 Aab 178,90 Aa L76 8,96 Ab 8,47 Aab
L263 203,72 Aab 15366 Ba L263 7,24 Ab 497 Bc
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1594 23410 Aa 17150 Ba L1594 1245 Aa 974 Ba
L61 17476 Ab 15076 Aa L61 805 Ab 595 Bhc

PA PRF
G > G

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 0,62 Aa 0,61 Aab L76 406 Aa 3,10 Ba
L263 0,53 Aa 0,38 Ac L263 2,716 Ab 1,92 Ab
L594 0,70 Aa 0,67 Aa L594 3,14 Aab 249 Aab

L61 0,52 Aa 0,44 Abc L61 2,75 Ab 1,88 Bb

PRS
30/25 °C 40/28 °C
L76 0,18 Aa 0,22 Aa
L263 0,13 Aab 0,11 Ab
L594 0,10 Bb 0,16 Aab
L61 0,12 Aab 0,12 Ab

G

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). G = gendtipo (linhagem); DC = didmetro do colmo; ALT = altura
da planta; AF = area foliar; PAF = peso da parte aérea fresca; PAS = peso da parte aérea
seca; PRF = peso radicular fresco; PRS = peso radicular seco.

Na comparacdo das médias dentro de cada temperatura, observou-se um
padrdo recorrente de superioridade de L594, com L76 frequentemente ocupando
posicdo intermediaria e, em alguns casos, sem diferir do maior valor. Em 30/25 °C,
L594 apresentou as maiores médias para diametro do colmo, altura e area foliar, sem
diferir de L76 (e, para altura e area foliar, também sem diferir de L263). Para a
biomassa da parte aérea fresca, L594 apresentou a maior media e diferiu das demais
linhagens. Ja para biomassa radicular fresca, L76 apresentou a maior média, diferindo
das demais, e para biomassa radicular seca, L76 apresentou a maior média, diferindo
apenas de L594. Em 40/28 °C, L594 apresentou a maior média de diametro do colmo,
diferindo das demais linhagens, e manteve-se com maiores valores de altura, parte
aérea fresca, parte aérea seca e biomassa radicular, porém sem diferir de L76, que
se manteve consistentemente no grupo superior ou intermediario nessas variaveis.
Para éarea foliar, ndo houve diferencas entre linhagens em 40/28 °C.

Na comparacdo de médias entre temperaturas para cada linhagem, diametro
do colmo e massa seca da parte aérea permaneceram estaveis entre 30/25 °C e 40/28
°C em todas as linhagens. A altura reduziu sob 40/28 °C em todas as linhagens. A
area foliar reduziu em L263 e L594, enquanto L76 e L61 se mantiveram estaveis. A
massa fresca da parte aérea reduziu em L263, L594 e L61, com estabilidade em L76.

A massa fresca de raizes reduziu em L76 e L61, enquanto L263 e L594
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permaneceram estaveis. Por fim, a massa seca de raizes aumentou sob 40/28 °C

apenas em L594, mantendo-se estavel nas demais linhagens.
9.4. Variaveis fisioldgicas

9.4.1. Refletancia foliar

Na analise conjunta dos indices fisiologicos de refletancia foliar, todas as
variaveis apresentaram significancia para o fator genoétipo (G), indicando variabilidade
genética expressiva entre as linhagens quanto a composicao pigmentéaria e ao estado
fisiolégico das folhas. Para o fator temperatura (T), observou-se significancia em todas
as variaveis, com excec¢do do indice de carotenoides por refletdncia 1 (CRI1) (Tabela
7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia conjunta para os indices fisiolégicos de
refleténcia foliar avaliados em plantulas de milho-pipoca sob duas condi¢des térmicas
(controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), no penultimo dia do experimento, utilizando
o espectrorradidmetro portatil CI-710 SpectraVue®.

G T GxT Residual CcVv
SV Média

DF=3 DF=1 DF=3 DF=24 (%)
ARI1 0,0002 ™ 0,0016 * 0,0001 * 0,0000 -0,0074 38,79
ARI2 0,2100 ™ 5,06 * 0,0442 s 0,0263 -0,4001 40,55
CRI1 0,0004 * 0,0016 s 0,0002 ns 0,0001 0,0527 16,87
CRI2 0,0002 * 0,0062 ™ 0,0001 s 0,0001 0,0450 19,23
CNDVI 0,0051 ™ 0,0182 * 0,0036 0,0008 0,4532 6,04

GRI  408284,16 ™ 1756029,02 * 0,4300 * 87453,27 2621,42 11,28
PSRI 0,0001 * 0,0002 * 0,0001 ° 0,0000 -0,0237 19,28

SV = fonte de variagdo; G = genotipos; T = Temperatura; GXT = intera¢do entre genoétipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variacdo; ARI1 = indice de antocianina por refletancia 1; ARI2 = indice de
antocianina por refletancia 2; CRI1 = indice de carotenoide por refletdncia 1; CRI2 = indice de
carotenoide por refletancia 2; CNDVI = NDVI corrigido; GRI = indice “G” de refletancia na
banda do verde; PSRI = indice de senescéncia de pigmentos. ns = ndo significativo; * e ** =
significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Na interacdo genoétipo x temperatura (GxT), trés variaveis apresentaram
significancia: ARI1, CNDVI e GRI, indicando que a resposta das linhagens para esses
indices foi dependente da condicéo térmica (Tabela 7). Os coeficientes de variacdo
(CV%) foram baixos para CNDVI e G, sugerindo adequada precisdo experimental,
enquanto para CRI1 e CRI2 os valores foram moderados, compativeis com
experimentos fisiologicos. Para ARI1, ARI2 e PSRI, como as médias foram negativas,
0 CV% torna-se menos interpretavel (por ser uma medida relativa a média), devendo-
se priorizar a avaliagdo da precisdo pela variancia residual e pelos quadrados médios
do residuo apresentados na ANOVA (Tabela 7).

A analise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas faixas térmicas
permitiu comparar as medias dos indices de refletancia foliar tanto entre linhagens
dentro de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada linhagem (Tabela
8).

Tabela 8. Comparacdo das estimativas das médias dos indices fisiolégicos de
refletancia foliar em quatro linhagens de milho-pipoca avaliadas sob duas faixas de
temperatura diurna/noturna (25/30 °C e 28/40 °C). As comparacdes foram realizadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando os dados obtidos no penultimo dia do
experimento com o espectrorradidmetro CI-710 SpectraVue®.

ARI1 ARI2

G 30/25 °C 40/28 °C G 30/25 °C 40/28 °C

L76  -0.0040 Abc -0.0159 Ba L76 -0.1380 Ab -0.8362 Ba
L263 0.0070 Aa -0.0123 Ba L263 0.2281 Aa -0.6757 Ba
L594 -0.0067 Ac -0.0160 Ba L594 -0.2374 Ab -0.8626 Ba
L61 -0.0005 Ab -0.0111 Ba L61 -0.0300 Aab -0.6494 Ba

CRI1 CRI2

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 0.0638 Aa 0.0543 Aa L76 0.0578 Aa 0.0384 Ba
L263 0.0552 Aa 0.0496 Aa L263 0.0622 Aa 0.0372 Ba
L594 0.0600 Aa 0.0494 Aa L594 0.0533 Aa 0.0333 Bab

L61 0.0572 Aa 0.0325 Bb L61 0.0566 Aa 0.0214 Bb

CNVDI GRI

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C

L76 0.5087 Aa 0.4361 Bab L76 221820 Ba 3087.60 Aa
L263 0.4700 Aab 0.4764 Aa L263 2340.40 Aa 2479.20 AbD
L594 0.4478 Ab 0.4155 AbD L594 2570.20 Ba 3200.60 Aa
L61 0.4718 Aab 0.3994 Ab L61 2518.80 Aa 255640 AbD

PSRI
30/25 °C 40/28 °C
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L76 -0.0251 Aa -0.0198 Aab
L263 -0.0237 Ba -0.0147 Aa
L594 -0.0297 Ba -0.0237 Abc
L61 -0.0246 Aa -0.0282 Ac

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). G = gendtipo (linhagem); ARI1 = indice de antocianina por
refletancia 1; ARI2 = indice de antocianina por refletancia 2; CRI1 = indice de carotenoide por
refletdncia 1; CRI2 = indice de carotenoide por refletancia 2; CNDVI = NDVI corrigido; GRI =
indice “G” de refletancia na banda do verde; PSRI = indice de senescéncia de pigmentos.

Na comparacao das médias dentro de cada temperatura, para ARI1 observou-
se diferenciagédo entre linhagens apenas em 30/25 °C, na qual L263 apresentou a
maior média, enquanto L594 apresentou a menor, com L61 e L76 em posicédo
intermediaria. Em 40/28 °C, ndo foram observadas diferencas entre linhagens para
ARI1. Para ARI2, em 30/25 °C L263 apresentou a maior média, nao diferindo de L61,
enquanto L76 e L594 compuseram o grupo de menores médias; em 40/28 °C, nao
houve diferenciagdo entre linhagens. Para CRI1, ndo houve diferencas entre
linhagens em 30/25 °C, enquanto em 40/28 °C a linhagem L61 apresentou a menor
média, diferindo das demais.

Para CRI2, ndo se observaram diferencas entre linhagens em 30/25 °C; em
40/28 °C, L61 apresentou a menor média, enquanto L76 e L263 apresentaram as
maiores, com L594 em posicdo intermediaria. Para o indice CNDVI, em 30/25 °C L76
apresentou maior média, diferindo da L594, com L263 e L61 em posicao intermediaria;
em 40/28 °C L263 apresentou maior média, enquanto L594 e L61 apresentaram as
menores, com L76 em posicao intermediaria. Para o indice GRI, ndo houve diferencas
entre linhagens em 30/25 °C; em 40/28 °C, L76 e L594 apresentaram maiores médias,
diferindo da L263 e L61. Por fim, para PSRI, ndo houve diferencas entre linhagens em
30/25 °C, enquanto em 40/28 °C L263 apresentou a maior média e L61 a menor, com
L76 e L594 em posicao intermediaria (Tabela 8).

Na compara¢cdo de médias entre temperaturas para cada linhagem, verificou-
se reducdo de ARI1 e ARI2 sob 40/28 °C para todas as linhagens. Para CRI1, as
linhagens L76, L263 e L594 mantiveram valores estaveis entre as temperaturas,
enquanto L61 apresentou reducéo sob 40/28 °C. Para CRI2, observou-se redugao sob
40/28 °C em todas as linhagens. Para CNDVI, houve redugdo sob 40/28 °C nas
linhagens L76 e L594, enquanto L263 e L61 permaneceram estaveis. Para o indice

GRI, observou-se aumento sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L594, com estabilidade
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em L263 e L61. Para PSRI, ocorreu aumento sob 40/28 °C nas linhagens L263 e L594,
enquanto L76 e L61 mantiveram valores estatisticamente semelhantes entre as

temperaturas (Tabela 8).

9.4.2. Pigmentos foliares

Na andlise conjunta, todas as variaveis obtidas por fluorescéncia Optica
apresentaram efeito significativo do fator gendtipo (G), indicando variabilidade
genética entre as linhagens de milho-pipoca quanto ao teor de pigmentos foliares e

ao indice de equilibrio de nitrogénio, conforme a Tabela 9.

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia conjunta para os indices fisioldgicos obtidos
por fluorescéncia 6ptica em plantulas de milho-pipoca sob duas condi¢cdes térmicas
(controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), no penultimo dia do experimento, utilizando

o medidor portatil de fluorescéncia Dualex Scientific®.

G T G T Residual® _ CVv
SV Média
DF=3 DF=1 DF=3 DF=24 (%)
Chl 82,86 18,65 s 11,90 ° 2,99 29,69 5,82
Flav 12,33 * 75,08 * 10,58 ° 2,43 0,51 9,65
Anth 1,46 ° 3,26 ° 0,43 " 0,36 0,22 8,67
NBI 432,07 ” 1491,70 ~ 353,28 ~ 34,08 59,44 9,82

SV = fonte de variacdo; G = gendétipos; T = Temperatura; GXT = intera¢do entre gendtipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variacéo; Chl = teor de clorofila total; Flav = teor de flavonoides; Anth = teor de
antocianinas; NBI = indice de equilibrio de nitrogénio. ns = ndo significativo; * e ** =
significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

As variaveis teor de clorofila total (Chl), flavonoides (Flav), teor de antocianinas
(Anth) e indice de equilibrio de nitrogénio (NBI) foram influenciadas pelo componente
genético. No fator temperatura (T), foi observado efeito significativo para Flav, Anth e
NBI, evidenciando que a variacdo térmica impactou diretamente o metabolismo
secundario e o balango nutricional das folhas. O teor de clorofila total (Chl), por outro
lado, nao foi influenciado por esse fator, sugerindo maior estabilidade dessa variavel
frente as condicdes impostas (Tabela 9).

A interacdo gendtipo x temperatura (GxT) foi significativa para Chl, Flav e NBI,
indicando que a resposta dos gendtipos para essas variaveis nao foi uniforme entre

os ambientes. Os coeficientes de variacao (CV%) foram baixos para todas as variaveis
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analisadas, reforcando a boa precisdo experimental e a confiabilidade dos dados
(Tabela 9).

A analise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas faixas térmicas
permitiu comparar as médias dos indices fisiologicos estimados pelo Dualex tanto
entre linhagens dentro de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada

linhagem (Tabela 10).

Tabela 10. Comparacédo das estimativas das médias dos indices fisioldgicos obtidos
pelo equipamento Dualex Scientific® em quatro linhagens de milho-pipoca avaliadas
sob duas faixas de temperatura diurna/noturna (25/30 °C e 28/40 °C). As comparagdes
entre as condi¢des térmicas para cada linhagem e entre as linhagens dentro de cada
ambiente foram realizadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando os dados obtidos
no penultimo dia do experimento.

Chl Flav
30/25 °C 40/28 °C © 30/25 °C 40/28 °C
L76 34,45 Aa 31,21 Ba L76 0,44 Ba 0,6 A ab
L263 29,98 Ab 31,75 Aa L263 050 Aa 0,5 Ab
L594 26,93 Ac 25,18 AbD L594 0,44 Ba 0,5 Ab
L61 30,17 Ab 27,91 AbD L61 050 Aa 0,6 Aa
s Anth G NBI
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 0,1882 Bb 0,2256 Aa L76 7853 Aa 5514 Bab
L263 0,214 Aab 0,2238 Aa L263 60,80 Ab 6527 Aa
L594 0,2294 Aa 0,2402 Aa L594 61,56 Ab 48,23 Bhbc
L61 0,2052 Aab 0,2194 Aa L61 61,31 Ab 44,71 Ac

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre gendtipos dentro
de cada temperatura. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha néo diferem entre
temperaturas dentro de cada gendtipo, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Chl = teor de clorofila
total; Flav = teor de flavonoides; Anth = teor de antocianinas; NBI = indice de equilibrio de
nitrogénio.

Na comparacao das meédias dentro de cada temperatura, para o teor total de
clorofila (Chl), em 30/25 °C a linhagem L76 apresentou a maior média, enquanto L594
apresentou a menor, com L263 e L61 em posicéo intermediaria. Em 40/28 °C, L263 e
L76 apresentaram as maiores médias de Chl, diferindo da L594 e L61. Para o indice
de flavonoides (Flav), em 30/25 °C nédo houve diferencas entre linhagens. Em 40/28
°C, L61 apresentou a maior média, L263 e L594 apresentaram menores médias, e

L76 manteve valor intermediério, sem diferir de ambos 0s grupos.
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Para o indice de antocianinas (Anth), em 30/25 °C a linhagem L594 apresentou
a maior média e L76 a menor, com L263 e L61 em posicdo intermediaria; em 40/28
°C, nao foram observadas diferencas entre linhagens. Para o indice de equilibrio de
nitrogénio (NBI), em 30/25 °C L76 apresentou a maior média, enquanto L263, L594 e
L61 apresentaram médias semelhantes e inferiores. Em 40/28 °C, L263 apresentou a
maior média e L61 a menor, com L76 em posicao intermediaria e L594 compondo um
grupo intermediario com aproximacao aos menores valores.

Na comparacdo de médias entre temperaturas para cada linhagem, observou-
se reducdao do teor de clorofila (Chl) apenas na linhagem L76, enquanto L263, L594 e
L61 mantiveram valores estatisticamente semelhantes entre as temperaturas. Para
Flav, verificou-se aumento sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L594, mantendo-se
estaveis L263 e L61. Para Anth, observou-se aumento sob 40/28 °C apenas na
linhagem L76, com estabilidade nas demais. Para NBI, ocorreu redugdo sob 40/28 °C
nas linhagens L76 e L594, enquanto L263 e L61 permaneceram estatisticamente

estaveis entre as temperaturas.

9.4.3. Trocas gasosas

Na andlise conjunta das trocas gasosas, o fator genétipo (G) apresentou efeito
significativo para todas as variaveis avaliadas: taxa de assimilagéo liquida de CO, (A),
condutancia estomatica (gs), concentragao intercelular de CO, (Ci), transpiragéo foliar
(E) e déficit de pressao de vapor (VPD) (Tabela 11).

Tabela 11. Resumo da andlise de variancia conjunta para os indices fisioldgicos
obtidos por analisador portatil de gases infravermelho (IRGA) em plantulas de milho-
pipoca sob duas condi¢gdes térmicas (controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), no

penultimo dia do experimento, IRGA, LI-6400, Licor.

G* T G'T# Residual? _
sV Média CV (%)
DF=3 DF=1 DF=3 DF=24
A 97,18 ” 117,79 ” 19,23 ns 7,41 15,87 17,15
Os 3,49 i 7,44 i 1,47 ns0,0010 0,1097 28,27

Ci 6519,24 ™ 7254,60 " 5848,18 * 1239,64 140,43 25,07

E 1,50 - 13,89 - 0,71 ns0,3143 2,34 2391
VPD 0,23 - 41,90 - 0,02 “ 0,0416 2,49 8,20
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SV = fonte de variagdo; G = genotipos; T = Temperatura; GxT = intera¢do entre genoétipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variagdo; A= Taxa de Assimilacdo Liquida de CO,; gs= Condutancia
Estomética; Ci= Concentragdo Intercelular de CO,; E= Transpiragédo Foliar; VPD= Déficit de
Presséo de Vapor. ns = ndo significativo; * e ** = significativos a 5% e 1% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.

Para o fator temperatura (T), houve efeito significativo para A, gs, E e VPD,
enquanto Ci ndo apresentou significancia para esse fator. Na interacdo genotipo x
temperatura (GxT), observou-se significancia apenas para Ci e VPD. As demais
variaveis nao foram influenciadas pela interacéo entre os fatores. Os coeficientes de
variagao variaram entre 8,20% e 28,27% (Tabela 11).

A andlise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas faixas térmicas
permitiu comparar as médias das variaveis de troca gasosa tanto entre linhagens
dentro de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada linhagem (Tabela
12).

Tabela 12. Comparacgédo das estimativas das médias dos parametros de fluorescéncia
da clorofila em quatro linhagens de milho-pipoca avaliadas sob duas faixas de
temperatura diurna/noturna (25/30 °C e 28/40 °C), utilizando os dados obtidos no
penultimo dia do experimento com o equipamento IRGA (LI-6400, Licor).

A . Js
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 20,63 Aa 16,84 Ba L76 0,1498 Aa 0,0984 Bab
L263 1496 Ab 7,96 Bb L263 0,1068 Aa 0,0619 Bb
L594 16,42 Aab 16,09 Aa L594 0,1101 Aa 0,1042 Aab
L61 18,34 Aab 15,73 Aa L61 0,1268 Aa 0,1200 Aa
G Ci G E
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 151,60 Aa 86,54 Bb L76 207 Ba 3,16 Aa
L263 156,50 Aa 184,99 Aa L263 1,56 Aa 2,02 Ab
L594 154,42 Aa 84,62 Bb L594 1,59 Ba 3,12 Aa
L61 153,09 Aa 151,73 Aa L61 1,80 Ba 343 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, na linha ou na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p = 0,05). A= Taxa de assimilacao liquida de CO,; gs = Condutancia estomética; Ci =
Concentracdo intercelular de CO,; E = Transpiracéo foliar; VPD = Déficit de pressao de vapor.

Na comparacdo das médias dentro de cada temperatura, para a taxa de

assimilacdo liquida de CO, (A), em 30/25 °C a linhagem L76 apresentou a maior
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média, enquanto L263 apresentou a menor, com L594 e L61 em posicdo
intermediaria, sem diferirem dos grupos extremos. Em 40/28 °C, L76, L594 e L61
apresentaram as maiores médias, sem diferenca entre si, enquanto L263 apresentou
a menor média. Para a condutancia estomatica (gs), em 30/25 °C ndo houve
diferencas entre linhagens.

Em 40/28 °C, L61 apresentou a maior média, diferindo de L263, enquanto L76
e L594 apresentaram valores intermediarios. Para a concentracao intercelular de CO,
(Ci), em 30/25 °C nao foram observadas diferencas entre linhagens; em 40/28 °C,
L263 e L61 compuseram o grupo de maiores médias, enquanto L76 e L594
apresentaram as menores. Para a transpiracao foliar (E), em 30/25 °C ndo houve
diferencas entre linhagens; em 40/28 °C, L76, L594 e L61 apresentaram maiores
médias, sem diferenca entre si, e L263 apresentou menor média.

Na comparacdo de médias entre temperaturas para cada linhagem, observou-
se reducdo de A sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L263, enquanto L594 e L61
mantiveram valores estatisticamente semelhantes entre as temperaturas. Para gs,
houve reducgéo sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L263, com estabilidade em L594 e
L61. Para Ci, ocorreu reducao sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L594, enquanto L263
e L61 permaneceram estaveis. Para E, verificou-se aumento sob 40/28 °C nas
linhagens L76, L594 e L61, enquanto L263 ndo apresentou variagao significativa entre

as temperaturas.

9.4.4. Fluorescéncia da clorofila

Na andlise conjunta dos parametros de fluorescéncia da clorofila, houve efeito
significativo do fator genétipo (G) para todas as variaveis avaliadas (Fo, Fm, Fv, Fu/Fm,
PSII, NPQ, gP e gL), conforme a Tabela 13.

Tabela 13. Resumo da analise de variancia conjunta para o0s parametros de
fluorescéncia da clorofila em plantulas de milho-pipoca submetidas a duas condi¢des
térmicas (controle: 25/30 °C; tratamento: 28/40 °C), avaliadas no penultimo dia do
experimento com o analisador de fluorescéncia FluorCam®.

G T GxT Residual
SV Média CV (%)
DF=3 DF=1 DF=3 DF=24
Fo 635,92 * 87,05 * 85,78 6,98 146,04 1,81
Fm 19437,34 ™ 25617,77 * 1712,03 ° 491,84 688,95 3,22

Fv 13057,38 ™ 22716,19 © 1336,81 " 469,57 542,91 3,99
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Fv/Fm 1,28 4,00 * 0,6500 * 0,1500 0,7125 1,69
PSII 10,30 9,92 * 0,5500 " 0,2900 0,4568 3,74

NPQ 0,0653 ™ 0,0194 ™ 0,0119 s 0,0049 0,4850 14,48
gP 0,0248 ™ 0,0391 * 0,0002 ns 0,0006 0,6398 3,75

gL 0,0072 * 0,0076 ° 0,0094 ™ 0,0009 1,21 2,46

SV = fonte de variagdo; G = genotipos; T = Temperatura; GXT = intera¢do entre genoétipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variacdo; F, = fluorescéncia minima; Fn = fluorescéncia maxima; F, =
fluorescéncia variavel, F./Fn = eficiéncia quantica maxima do fotossistema II; PSIl =
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il; NPQ = dissipac¢éo ndo fotoquimica de energia;
gP = coeficiente de extingdo fotoquimica; gL = fracdo de centros abertos de PSII. ns = ndo
significativo; * e ** = significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

O fator temperatura (T) também apresentou efeito significativo para a maioria
das variaveis, com excec¢do de NPQ. Para a interacdo genétipo x temperatura (GxT),
observou-se significancia para Fo, Fm, FW/Fm € gL, enquanto as demais variaveis nao
foram influenciadas pela interacdo entre os fatores. Os coeficientes de variacao foram
baixos para todas as variaveis, indicando boa precisao experimental (Tabela 13).

A anadlise do fatorial envolvendo quatro linhagens e duas faixas térmicas
permitiu comparar as médias dos parametros de fluorescéncia da clorofila tanto entre
linhagens dentro de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada linhagem
(Tabela 14).

Tabela 14. Comparacédo das estimativas das médias dos parametros de fluorescéncia
da clorofila em quatro linhagens de milho-pipoca avaliadas sob duas faixas de
temperatura diurna/noturna (25/30°C e 28/40°C). As comparagdes entre as
condicOes térmicas para cada linhagem e entre os gendétipos dentro de cada ambiente
foram realizadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando os dados obtidos no
penultimo dia do experimento com o analisador FluorCam®.
G Fo G Fm
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 139,55 Ac 137,04 Ac L76 664,88 Ab 621,77 Bc
L263 146,82 Ab 144,72 Ab L263 697,88 Ab 676,17 Aab
L594 141,28 Bc 144,79 Ab L594 703,08 Ab 650,08 Bhbc
L61 162,43 Aa 151,72 Ba L61 791,20 Aa 706,57 Ba
Fv Fuv/Fm
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 525,33 Ab 484,72 Bc L76 0,7260 Aab 10,6980 Bhbc
L263 551,06 Ab 531,45 Aab L263 0,7100 Ab 0,7080 Aab
L594 561,80 Ab 50529 Bhbc L594 0,7200 Aab 10,6820 Bc
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L61 62877 Aa 55485 Ba L6l 07340 Aa 07220 Aa
PSI| NPQ

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 04920 Aa 05120 Aa  L76 04020 Bb 05240 Aa
1263 04120 Bc 04600 Ab  L263 05160 Aab 05060 Aa
L5904 04480 Ab 04660 Ab L1594 05380 Aa 0,6200 Aa
L61 04120 Bc 04520 Ab 161 03960 Ab 03780 Ab

G aP G aL

30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 06780 Ba 07300 Aa  L76 12600 Aa 1,1900 Bbc
1263 05760 Bc 06480 Abc L1263 1,1700 Bb 1,100 Aab
L5904 0,6200 Bb 06840 Ab 1594 12300 Aa 11500 Bc

L61 0,5600 Bc 10,6220 Ac L61 1,2400 Aa 1,2500 Aa
Médias seguidas pela mesma letra, seja na linha ou na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). G = gendtipo (linhagem); F, = fluorescéncia minima;
Fm = fluorescéncia maxima; F, = fluorescéncia variavel (Fm - Fo); FW/Fm = eficiéncia quantica
maxima do fotossistema Il; PSIl = rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il; NPQ =
dissipagéo nao fotoquimica de energia; gP = coeficiente de extingdo fotoquimica; gL = frac&o
de centros abertos de PSII.

Na comparacdo das médias dentro de cada temperatura, para Fo, em 30/25 °C
a linhagem L61 apresentou a maior média, L263 ocupou posicao intermediaria e L76
e L594 compuseram o grupo de menores valores; em 40/28 °C, L61 manteve a maior
média, L263 e L594 apresentaram valores intermediarios e L76 apresentou o menor
valor. Para Fm, em 30/25 °C L61 apresentou a maior média, enquanto L76, L263 e
L594 apresentaram médias semelhantes e inferiores; em 40/28 °C, L61 apresentou a
maior media, L263 ocupou posicao intermediaria e L594 e L76 apresentaram 0sS
menores valores. Para Fv, em 30/25 °C L61 apresentou a maior média, enquanto L76,
L263 e L594 apresentaram médias semelhantes e inferiores; em 40/28 °C, L61
apresentou a maior média, L263 ocupou posicdo intermediaria, e L594 e L76
apresentaram menores valores.

Para Fv/Fm, em 30/25 °C L61 apresentou a maior média, L263 a menor e L76
e L594 valores intermediarios; em 40/28 °C, L61 manteve a maior média, L263 ocupou
posicdo intermediaria e L594 apresentou a menor média, com L76 em posicdo
intermediaria-inferior. Para PSIl, em 30/25 °C L76 apresentou a maior média, seguida
por L594, enquanto L263 e L61 apresentaram menores valores; em 40/28 °C L76
manteve a maior média, e L263, L594 e L61 apresentaram médias semelhantes e
inferiores. Para NPQ, em 30/25 °C L594 apresentou maior meédia, L263 valor
intermediario e L76 e L61 menores valores; em 40/28 °C, L76, L263 e L594
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compuseram o grupo de maiores médias, enquanto L61 apresentou menor média.
Para gP, em ambas as temperaturas L76 apresentou a maior meédia, L594 valores
intermediarios e L263 e L61 os menores valores. Para gL, em 30/25 °C L61, L76 e
L594 apresentaram as maiores médias, enquanto L263 apresentou menor valor; em
40/28 °C, L61 apresentou a maior média, L263 valor intermediario, e L76 e L594
apresentaram menores valores.

Na comparacdo de médias entre temperaturas para cada linhagem, observou-
se que Fo reduziu sob 40/28 °C na linhagem L61, enquanto L594 apresentou aumento,
mantendo-se estaveis L76 e L263. Para Fm e Fy, verificou-se reducao sob 40/28 °C
nas linhagens L76, L594 e L61, com estabilidade em L263. Para Fv/Fm, houve reducéo
sob 40/28 °C nas linhagens L76 e L594, enquanto L263 e L61 permaneceram
estaveis. Para PSII, observou-se aumento sob 40/28 °C nas linhagens L263 e L61,
com estabilidade em L76 e L594. Para NPQ, ocorreu aumento sob 40/28 °C apenas
em L76, mantendo-se estaveis L263, L594 e L61. Para gP, todas as linhagens
apresentaram aumento sob 40/28 °C. Para gL, houve reducdo sob 40/28 °C nas
linhagens L76 e L594, enquanto L263 apresentou aumento e L61 permaneceu estavel

entre as temperaturas.

9.5. Caracteristicas enziméaticas

Na andlise conjunta das atividades enziméticas, houve efeito significativo do
fator gendtipo (G) para CAT e SOD, enquanto POD néo apresentou diferencas entre
as linhagens. Para o fator temperatura (T), observou-se significancia apenas para
CAT, ndo havendo efeito para POD e SOD (Tabela 15).

Tabela 15. Resumo da analise de variancia conjunta para as atividades das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), peroxidase (POD) e superéxido dismutase (SOD) em
plantulas de milho-pipoca submetidas a duas condi¢des térmicas (controle: 25/30 °C;
tratamento: 28/40 °C), avaliadas apds o periodo de estresse térmico. As analises
foram conduzidas com base nos dados obtidos a partir de extratos enzimaticos
padronizados e medidas espectrofotométricas especificas para cada enzima.

G T GxT Residual

sv Média CV (%)
DF=3 DF=1 DF=3 DF=24

CAT 0,0011 * 0,0047 * 0,0003 ns 00002 0,024 64,05

POD 208,66 ns 651,38 ns 49490 ns 97887 7,12 43,97

SOD 2977,42 ** 1459,55 ns 91,77 ns 518,57 130,04 17,51
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SV = fonte de variagdo; G = genotipos; T = Temperatura; GxT = intera¢do entre genoétipos e
temperatura; Residual = erro experimental; Média = média geral da variavel; CV (%) =
coeficiente de variacdo; CAT = catalase; POD = peroxidase; SOD = superoxido dismutase. ns
= ndo significativo; * e ** = significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste F.

N&o foi detectado efeito significativo da interacdo gendtipo x temperatura (GXT)
para nenhuma das enzimas avaliadas. Os coeficientes de variacéo diferiram entre as
variaveis, com valores mais elevados para CAT e POD e moderados para SOD
(Tabela 15).

A analise do fatorial envolvendo quatro genétipos e duas faixas térmicas
permitiu comparar as médias das atividades enzimaticas tanto entre genétipos dentro

de cada temperatura quanto entre temperaturas para cada genoétipo (Tabela 16).

Tabela 16. Comparativos de média das atividades enzimaticas CAT, POD e SOD para
0s quatro genotipos (L76, L263, L594 e L61) sob duas condi¢es térmicas (30/25 °C
e 40/28 °C).

G CAT G POD
30/25 °C 40/28 °C 30/25 °C 40/28 °C
L76 0,0341 Aab 0,0064 Ba L76 8,03 Aa 6,47 Aa
L263 0,0306 Aab  0,0066 Ba  L263 9,80 Aa 551 Ba
L594 0,0185 Ab 0,0140 Aa  L594 8,12 Aa 502 Aa
L61 0,0545 Aa 0,0244 Ba  L61 7,62 Aa 6,36 Aa
G SOD
30/25 °C 40/28 °C

L76 114,37 Aab 12922 Aa
L1263 150,86 Aa 160,66 Aa
1594 109,52 Ab 12833 Aa
L61 121,26 Aab 126,13 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, seja na linha ou na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). CAT = catalase; POD = peroxidase; SOD = superodxido
dismutase.

Na comparagdo das médias dentro de cada temperatura, para CAT em 30/25
°C alinhagem L61 apresentou a maior média, diferindo de L594, enquanto L76 e L263
apresentaram valores intermediarios. Em 40/28 °C, ndo foram observadas diferencas
entre gendtipos para CAT. Para POD, ndo houve diferencas entre gendtipos em 30/25
°C nem em 40/28 °C. Para SOD, em 30/25 °C a linhagem L263 apresentou a maior
média, diferindo da L594, com L76 e L61 em posi¢do intermediaria; em 40/28 °C, ndo

foram observadas diferencas entre gendtipos.
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Na comparagdo de médias entre temperaturas para cada genétipo, observou-
se reducdo de CAT sob 40/28 °C nas linhagens L76, L263 e L61, enquanto L594
manteve valores estatisticamente semelhantes entre as temperaturas. Para POD,
verificou-se reducdo sob 40/28 °C apenas na linhagem L263, mantendo-se estaveis
as linhagens L76, L594 e L61. Para SOD, as linhagens nao apresentaram variacao
significativa entre 30/25 °C e 40/28 °C.
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10. DISCUSSAO

10.1. Vigor e crescimento inicial sob calor: respostas dependentes do genotipo

Com base nos resultados de germinacdo, o indice de velocidade de
germinacao (IVG) evidenciou resposta dependente do gendtipo frente ao aumento
térmico, uma vez que a interacdo genotipo x temperatura (GxT) foi significativa. Nesse
contexto, a L594 se destacou por apresentar aumento de IVG em 40/28 °C, sugerindo
que, nessa linhagem, a temperatura mais elevada pode ter favorecido etapas iniciais
da germinacéao.

Uma hipétese plausivel € a aceleracdo de processos metabolicos precoces,
como reativagdo enzimatica e mobilizacdo de reservas, reduzindo o tempo até a
protrusdo da radicula. Alternativamente, a L594 pode apresentar maior capacidade de
sustentar a homeostase redox nas fases iniciais, limitando acumulo de ROS e
evitando atrasos associados a dano oxidativo. A literatura aponta que genaotipos com
melhor desempenho sob calor podem sustentar o vigor germinativo por respostas
antioxidantes e mecanismos relacionados a proteinas de choque térmico, contribuindo
para manutencao do desempenho sob condicdes adversas (Priyanandhini et al., 2021;
Xue et al., 2024).

A germinacao final (GF) permaneceu elevada e estavel entre temperaturas,
indicando que, nas condigbes avaliadas, 0 estresse térmico ndo comprometeu a
viabilidade das sementes nem a capacidade de originar plantulas normais ao final do
teste. Esse padrdo € consistente com a literatura ao sugerir que o calor tende a
impactar com maior intensidade o vigor (por exemplo, velocidade de germinacao e
desempenho inicial) do que o percentual final de germinacédo, sobretudo quando a
condicao térmica ndo ultrapassa limites criticos para a espécie. Reducdes expressivas
na germinacdo final sdo mais frequentemente observadas sob temperaturas mais
severas ou proximas/superiores ao limite térmico maximo tolerado, associadas a
desorganizacdo metabdlica e aumento de danos celulares (Cheng et al., 2023). De
forma semelhante, o efeito do calor pode se tornar mais pronunciado quando a
exposicdo € prolongada durante a embebicdo e as fases iniciais, excedendo a
capacidade de ajuste fisiolégico e comprometendo a formacéo de plantulas normais
(El-Sappah et al., 2022).
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Na fase inicial de crescimento, os padroes de PSA reforcam diferencas intrinsecas
entre linhagens quanto a producdo de biomassa aérea, com resposta particular de
L594 sob ambiente mais quente. Para PSR, a significancia de GxT indica estratégias
contrastantes de alocacdo para o sistema radicular sob estresse térmico, com
aumento em L76 e redugao em L263, enquanto L594 e L61 mantiveram estabilidade.

Do ponto de vista funcional, manter ou incrementar biomassa radicular sob
estresse tende a favorecer a exploracdo do substrato e o potencial de absorcéo de
agua e nutrientes, sustentando o crescimento inicial em condi¢cdes adversas; nesse
sentido, o padrdo de L76 € compativel com um ajuste de alocacdo potencialmente
favoravel, enquanto a reducdo em L263 sugere maior sensibilidade do crescimento
radicular ao calor. A literatura sustenta a relevancia desse comportamento,
relacionando maior biomassa radicular (especialmente quando mantida sob estresse)
a maior capacidade de exploracdo do substrato e de absorcdo hidrica e mineral,
contribuindo para tolerancia em ambientes adversos (Khanna et al., 2017; Notununu
et al., 2024).

Quanto ao CPA, a resposta diferencial entre linhagens (reducdo em L76 e L61
e estabilidade em L263 e L594) indica que o alongamento da parte aérea pode ser
mais sensivel ao calor em determinados genétipos. A manutengdo do CPA sob
estresse pode refletir menor limitacdo do crescimento em temperatura elevada, o que
€ coerente com evidéncias de que altas temperaturas podem inibir alongamento
celular, enquanto a estabilidade do crescimento pode envolver ajustes osméticos e
regulacdo de genes associados a tolerancia térmica (Anwar et al., 2024,
Hasanuzzaman et al., 2022).

Para CR, a resposta dependente da linhagem (aumento em L263, reducdo em
L61 e estabilidade em L76 e L594) sugere variacbes na plasticidade do sistema
radicular diante do estresse térmico. Em condi¢fes adversas, manter ou aumentar o
comprimento radicular tende a favorecer a exploragcédo do substrato e, potencialmente,
a aquisicdo hidrica, compativel com a associacdo entre plasticidade radicular e
adaptacao a estresses ambientais (Cai et al., 2017; Notununu et al., 2024).

O NRS apresentou diferencas entre genétipos, porém com maior variabilidade
experimental. Ainda assim, o fato de L76 manter maior nimero de raizes secundarias
nas duas condi¢cfes sugere maior potencial de exploracéo do substrato, caracteristica

frequentemente associada a sustentacdo do desempenho inicial em ambientes
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guentes (Wang et al., 2025; Zhang et al., 2018). Por fim, a estabilidade de ATP entre
temperaturas reforca que, nas condicbes avaliadas, o aumento térmico nao
comprometeu o crescimento em altura, compativel com relatos de manutencao do
crescimento sob calor moderado atribuida a maior estabilidade metabdlica e
fisioldégica (Zandalinas et al., 2021).

10.2. Crescimento e alocacado de biomassa sob temperatura supra-6tima

A significancia do fator genétipo para DC, ALT, PAF, PAS, PRF e PRS confirma
a existéncia de variabilidade genética para essas caracteristicas, 0 que pode ser
explorado em programas de melhoramento. Em milho, o didametro do colmo tem sido
associado a resisténcia ao acamamento e a produtividade, com heranca
predominantemente aditiva (Amzeri & Ulum, 2023; Biswas et al., 2021). A auséncia
de interacdo gendtipo x temperatura para DC e ALT sugere que as linhagens
mantiveram resposta na mesma direcao entre as condi¢des térmicas avaliadas, o que
€ desejavel quando se busca ampla adaptacéo (Cui et al., 2017). Além disso, estudos
indicam que maior didmetro do colmo pode estar associado a maior integridade
mecanica e a manutencao do transporte de agua e nutrientes sob estresse térmico
(Chukwudi et al., 2021; Kaur et al., 2023).

Para ALT, houve efeito significativo de gendétipo (G) e temperatura (T), sem
interagdo (GxT), indicando que o aumento térmico reduziu a altura de forma
consistente entre as linhagens. Esse padrdo é compativel com a inibicdo do
alongamento celular e alteracbes hormonais (por exemplo, menor sintese/atividade
de giberelinas) descritas para plantas sob calor (Anwar et al., 2024; Hasanuzzaman
et al., 2022). Ainda que todas as linhagens tenham reduzido ALT, o fato de L594
manter as maiores médias (sobretudo em 40/28 °C) sugere maior expressdo do
crescimento em altura mesmo no ambiente supra-6timo, com desempenho
semelhante ao de L76 nessa condicéao.

No caso da area foliar (AF), ndo houve efeito de gendtipo (G), mas houve efeito
de temperatura (T), evidenciando maior influéncia ambiental sobre essa caracteristica.
A auséncia de interacao (GxT) indica que ndo houve evidéncia estatistica de resposta
desproporcional entre linhagens frente a elevacdo térmica. Ainda assim, o padrao
observado (redugcdo em L263 e L594 e estabilidade em L76 e L61) pode refletir

diferentes graus de sensibilidade da expansao foliar ao calor, mesmo sem caracterizar
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interacdo detectavel na ANOVA. Reducdes de érea foliar sob altas temperaturas séo
esperadas, pois o calor pode limitar a expansédo foliar e antecipar processos de
senescéncia, contribuindo para menor superficie fotossintética (El-Sappah et al.,
2022). Além disso, a elevada dependéncia ambiental de AF é amplamente
reconhecida e pode explicar a auséncia de diferenciacdo estatistica entre genétipos
na analise conjunta (Cai et al., 2023).

As variaveis de biomassa evidenciaram efeitos genotipicos e térmicos. Para o
peso da parte aérea fresca (PAF), a reducao sob calor em L263, L594 e L61, com
estabilidade em L76, sugere maior capacidade dessa linhagem em manter atributos
associados ao estado hidrico e/ou a turgescéncia em ambiente supra-6timo. A
reducdo de massa fresca sob estresse térmico é frequentemente associada a maior
perda de &gua, alteragdes na expansdo celular e queda do desempenho
fotossintético, resultando em menor acumulo de tecido hidratado (Tas, 2022; Zhang
et al., 2024).

Para o peso da parte aérea seca (PAS), a estabilidade entre temperaturas para
todas as linhagens indica que, embora o calor tenha afetado componentes associados
a massa fresca em parte das linhagens, ndo houve evidéncia de redu¢éo do acumulo
de matéria seca na parte aérea no intervalo térmico testado. Em termos fisiolégicos,
esse padrdo pode ser interpretado como manutencdo relativa do depdsito de
biomassa estrutural, mesmo quando o estado hidrico (Que impacta a massa fresca) é
alterado. Assim, a estabilidade de PAS sugere que a condi¢do supra-6tima afetou
mais a hidratacdo/expansdo do que a producdo liquida de matéria seca,
comportamento compativel com ajustes de crescimento e regulacdo metabdlica sob
calor descritos na literatura (EI-Sappah et al., 2022; Hussain & Sato, 2025).

O padréo observado para a biomassa radicular indica comportamentos distintos
entre as linhagens. Em PRF, L76 manteve as maiores médias nas duas temperaturas,
embora tenha apresentado redugéao sob 40/28 °C em comparagao a 30/25 °C. Esse
comportamento pode refletir estratégias de ajuste ao estresse que envolvem
manutencao relativa do sistema radicular, com capacidade de adaptacéao fisioldgica
descrita para genoétipos mais tolerantes, incluindo mecanismos osmoticos e de defesa
(Khanna et al., 2017; Notununu et al., 2024).

Em PRS, ndo houve efeito geral de temperatura na analise conjunta, mas a

resposta especifica de L594 (incremento sob 40/28 °C) sugere ajuste de alocacédo de
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biomassa radicular em ambiente supra-6timo. Além disso, L76 apresentou as maiores
médias de PRS em ambas as temperaturas, com valores proximos aos de L594 sob
40/28 °C, reforcando que as linhagens diferem quanto a alocacéo radicular, com
destague para a maior biomassa em L76 e para a resposta especifica de L594 sob
calor.

Para o comprimento radicular total (CRT), assim como para ART e PRT, a
predominancia do efeito ambiental indica que essas variaveis foram mais
condicionadas pela condicao térmica do que por diferencas intrinsecas detectaveis
entre linhagens no conjunto avaliado. Esse resultado deve ser interpretado como
maior sensibilidade ambiental desses atributos no intervalo testado, e ndo como
evidéncia direta de “plasticidade adaptativa” no sentido estrito. Ainda assim, a
literatura reconhece que o sistema radicular € um dos componentes mais responsivos
a variacbes ambientais, com ajustes de crescimento que podem influenciar a
aquisicao de agua e nutrientes sob estresse térmico (Cai et al., 2017; Notununu et al.,
2024). Em consonancia, variaveis radiculares de natureza mais “volumétrica” tendem
a apresentar alta dependéncia de fatores térmicos e edaficos, o que pode reduzir a
capacidade de discriminacdo genotipica em condicdes especificas (Jan et al., 2025;
Wang et al., 2025).

Para o numero de raizes primarias (NRP) e o numero de ramificacdes (NR),
nao foi detectada significancia para nenhum fator, sugerindo comportamento estavel
nas condicbes avaliadas e auséncia de diferenciacdo estatistica entre linhagens e
temperaturas. Zhang et al. (2018) indicam que a emisséo de raizes primarias tende a
ser um carater mais conservado, o que pode contribuir para menor variacao
detectavel. Para NR, além disso, a maior contribuicdo do componente residual pode
reduzir a capacidade de discriminar genétipos e, consequentemente, o potencial de

selecdo direta (Notununu et al., 2024).
10.3. Variaveis fisioldgicas

10.3.1. indices de refletancia e ajuste pigmentar sob calor

As diferencas estatisticas observadas para ARI1, associadas a significancia da
interacdo gendtipo X temperatura, indicam que a resposta das linhagens a esse indice
depende da condi¢do térmica. Essa variabilidade pode estar ligada a influéncia de
estimulos ambientais sobre a sintese de antocianinas, pigmentos frequentemente
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induzidos por estresses abibticos. Zhang et al. (2023) relataram variagdo expressiva
no acumulo de antocianinas em milho sob flutuacdes térmicas, sugerindo que ARI1
pode atuar como marcador sensivel de modulacdo ambiental. No presente estudo, a
diferenciagao entre linhagens para ARI1 foi mais evidente em 30/25 °C (com L263 em
maior valor e L594 em menor), e a reducéo do indice sob 40/28 °C ocorreu de forma
consistente entre linhagens, indicando deslocamento do ARI1 sob condicdo supra-
otima.

Para ARI2, ndo foi detectada interacdo genoétipo X temperatura na analise
conjunta, indicando que a resposta ao aumento térmico ocorreu de forma semelhante
entre as linhagens. A diferenciacédo entre genotipos também se concentrou em 30/25
°C (L263 no grupo superior, sem diferir de L61, e L76/L594 no grupo inferior),
engquanto em 40/28 °C nao se observaram diferencas entre linhagens. Considerando
gue ARI2 apresentou médias negativas, o0 CV% torna-se menos informativo como
medida relativa; ainda assim, a significancia estatistica reforca que o indice responde
ao ambiente e pode capturar modulacédo de antocianinas em milho, em consonancia
com Li et al. (2022), que relacionaram antocianinas a resposta fisiologica ao calor.

Quanto aos indices relacionados a carotenoides, CRI1 ndo apresentou efeito
de temperatura na andlise conjunta. Nas médias, ndo houve separagcdo entre
linhagens em 30/25 °C e, em 40/28 °C, observou-se reducdo apenas para L61,
enquanto L76, L263 e L594 mantiveram estabilidade. Esse padrdo sugere maior
estabilidade do componente associado a carotenoides nessas trés linhagens, ao
passo que a reducdo em L61 indica maior sensibilidade desse indice ao aumento
térmico. Considerando o papel fotoprotetivo dos carotenoides na dissipacdo de
energia excedente e na mitigacao de estresse oxidativo, a manutencdo de CRI1 sob
calor pode representar uma caracteristica relevante para sustentar a protecdo do
aparato fotossintético (Shao et al., 2023).

Para CRI2, verificou-se reducéo sob 40/28 °C em todas as linhagens, indicando
efeito ambiental consistente. Além disso, sob condicdo supra-6tima, o indice
discriminou genotipos, com L76 e L263 no grupo de maiores médias, L594 em posi¢cao
intermediaria e L61 com a menor média. Nesse contexto, CRI2 se mostra util por
responder ao ambiente e discriminar linhagens em temperatura elevada, funcionando
como indicador sensivel para comparar o0 ajuste pigmentar associado a fotoprotecéo

entre genotipos sob estresse térmico (Ma et al., 2022).
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O CNDVI apresentou significancia para genoétipo (G), temperatura (T) e
interacdo (GxT), além de baixa variabilidade experimental, indicando boa capacidade
do indice em discriminar linhagens e captar respostas dependentes do ambiente. Por
estar relacionado a densidade de vegetacdo e ao status do dossel/folha, o CNDVI
pode ser interpretado como marcador de manutencdo de tecido verde funcional e,
consequentemente, de integridade fisioldgica sob estresse térmico. Huang et al.
(2023) destacam o CNDVI como indicador sensivel de alteracbes no aparato
fotossintético e Util para diferenciacdo de gendétipos. Sob 40/28 °C, a linhagem L263
apresentou maior CNDVI e manteve estabilidade entre ambientes, sugerindo maior
preservacao do estado fisioldgico do tecido foliar quando comparada as linhagens que
reduziram o indice. Em contraste, as reducfes observadas em L76 (e também em
L594) indicam maior sensibilidade do CNDVI ao aumento térmico nesses genotipos.

O indice GRI foi significativo para gendétipo (G), temperatura (T) e interacdo
(GxT), indicando que ele discrimina linhagens e que a resposta ao aumento térmico
depende do genotipo. Esse indice pode ser interpretado como marcador do estado do
tecido foliar e de caracteristicas associadas a funcionalidade fotossintética sob
estresse, refletindo variagdes na condicdo fisiolégica das folhas em diferentes
ambientes (Wang et al., 2022). Sob 40/28 °C, L76 e L594 apresentaram maiores
valores de GRI e foram as Unicas que aumentaram esse indice em relacédo a 30/25
°C. Esse padrédo (aumento de G sob calor) € compativel com respostas de ajuste
funcional do tecido fotossintético descritas para plantas expostas a altas temperaturas
(Duarte et al., 2023; Zhang et al., 2024).

O PSRI foi significativo para genotipo (G), temperatura (T) e interagao (GxT),
indicando sensibilidade ao estresse térmico com resposta variavel entre linhagens.
Trabalhos relacionam aumentos de PSRI a alteracfes associadas a degradacdo de
pigmentos e avanco de processos senescentes sob calor (Zhu et al., 2023). Sob 40/28
°C, L61 manteve os menores valores, sugerindo menor sinal relativo associado a
senescéncia térmica, enquanto L263 apresentou valores mais elevados sob calor,
indicando maior intensificacdo desse sinal. L594 também elevou PSRI com a
temperatura, porém em nivel intermediario, sugerindo resposta moderada em relacao
as demais.

De forma geral, os resultados indicam respostas genétipo-dependentes entre

indices de pigmentos, refletancia verde e senescéncia. Em 40/28 °C, L76 e L594
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concentraram valores superiores de GRI e apresentaram incremento entre
temperaturas, o que pode refletir maior manutencdo relativa de componentes
associados ao “verde” do tecido foliar sob estresse térmico. L263 apresentou maior
CNDVI sob estresse, sugerindo maior manutencdo do tecido verde funcional, mas
também exibiu PSRI elevado em 40/28 °C, o que € compativel com maior sinal
associado a senescéncia e desbalanco pigmentar. Por sua vez, L61 apresentou
menores valores de CNDVI e GRI sob condicéo supra-6tima, sugerindo reducéo do
vigor espectral e menor manutencdo de atributos pigmentares; em contrapartida,
manteve menor PSRI em 40/28 °C, indicando menor sinal espectral associado a

senescéncia nessa condicao.

10.3.2. Pigmentos e compostos fotoprotetores sob calor: clorofila, flavonoides
e NBI

A analise de variancia conjunta mostrou que todas as variaveis estimadas por
fluorescéncia Optica apresentaram efeito significativo do fator gendtipo (G),
evidenciando variabilidade genética entre as linhagens para o teor de pigmentos
foliares e para o indice de equilibrio de nitrogénio (Schuler et al., 2022). Além disso, 0
fator temperatura (T) foi significativo para Flav, Anth e NBI, sugerindo que o regime
supra-6timo alterou o metabolismo de compostos secundarios e o balanco relativo
entre pigmentos e compostos fendlicos (Li et al.,, 2022). A interacdo GXxT foi
significativa para Chl, Flav e NBI, confirmando que a resposta ao calor dependeu da
linhagem e que, portanto, a interpretacdo deve considerar padrdes especificos por
gendtipo, especialmente para manutencdo de clorofila e ajustes de compostos
fotoprotetores.

A luz desses efeitos, o0s resultados apontam que a resposta ao calor pode ser
discutida em dois eixos principais: manutencao do teor de clorofila (Chl) e modulacao
de compostos associados a fotoprotecéo (Flav e Anth), com reflexos no NBI. Em 40/28
°C, L263 e L76 apresentaram maiores médias de Chl, o que é compativel com maior
manutencdo do estado pigmentar sob a condi¢cdo supra-6tima; entretanto, a redugéo
de Chl em L76 entre temperaturas indica sensibilidade especifica desse gendétipo para
esse parametro, sugerindo perda relativa de pigmentos mesmo quando o valor sob

estresse permaneceu elevado.
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Para Flav, o aumento em L76 e L594 sob 40/28 °C é compativel com inducéo
de compostos fendlicos frequentemente associada a respostas de protecéo frente ao
estresse; por outro lado, essa elevacéo foi acompanhada por reducdo de NBl em L76
e L594, o que é consistente com um deslocamento do balango clorofila/flavonoides e
pode refletir maior investimento relativo em compostos secundérios. Em 40/28 °C, L61
apresentou maior Flav e menor NBI, padrdo que sugere maior investimento relativo
em compostos secundarios e menor equilibrio associado ao status nitrogenado
estimado, enquanto L263 apresentou maior NBI sob estresse, sugerindo maior
manutencdo do balanco relativo entre pigmentos e compostos fendélicos nessa
condicdao.

Para Anth, a diferenciacédo entre linhagens ocorreu apenas em 30/25 °C, e a
auséncia de separacdo em 40/28 °C sugere convergéncia das respostas sob calor.
Ainda assim, o aumento de Anth em L76 entre temperaturas caracteriza uma resposta
especifica potencialmente relacionada a fotoprotecdo, devendo ser interpretada em

conjunto com a reducédo de Chl e NBI observada nesse gendtipo.

10.3.3. Trocas gasosas sob calor: limitagdes estomaticas e ndo-estomaticas

Na analise conjunta das trocas gasosas, o fator gendtipo (G) foi significativo
para todas as variaveis (A, gs, Ci, E e VPD), evidenciando que as linhagens diferem
guanto ao funcionamento estomatico e ao desempenho fotossintético. O fator
temperatura (T) foi significativo para A, gs, E e VPD, indicando que o regime supra-
otimo alterou, de modo geral, a assimilagdo de carbono, a abertura estomatica, a
perda de agua e a demanda evaporativa do ar. J& a interagdo GxT foi significativa
apenas para Ci e VPD, sugerindo que a forma como o calor altera o CO, interno e o
gradiente atmosférico (demanda por transpiracédo) depende do genotipo, enquanto A,
Os e E responderam ao aguecimento na mesma direcao entre linhagens (Grossiord et
al., 2020; Middleby et al., 2024; Slot et al., 2024).

Para A, o aquecimento reduziu a assimilacdo em L76 e, principalmente, em
L263, enquanto L594 e L61 mantiveram A sem diferenca entre temperaturas. Esse
padrédo sugere que, em parte das linhagens, o calor comprometeu a fixacao liquida de
carbono, o que pode ocorrer tanto por limitacdo estoméatica (menor entrada de CO,)
guanto por limitagdes bioguimicas/metabdlicas associadas a sensibilidade de etapas

da fotossintese ao calor (Fan et al., 2024; Qu et al., 2023). Em paralelo, gs diminuiu
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em L76 e L263, mas permaneceu estavel em L594. Como o aumento de temperatura
tende a elevar a demanda evaporativa do ar (VPD), uma resposta frequente € a
reducdo de gs para conter perda de agua, o que pode resultar em queda de A quando
a entrada de CO, passa a ser limitante (Grossiord et al., 2020; Slot et al., 2024).

A interpretacdo se torna mais informativa ao integrar Ci, variavel com
significancia de GxT. Em L76 e L594, Ci diminuiu sob estresse, o que é compativel
com maior limitacdo difusiva/estomatica (menor CO, chegando ao mesdfilo), em
concordancia com a tendéncia de reducdo de gs e com a necessidade de restringir
transpiracdo sob alta demanda atmosférica (Grossiord et al., 2020; Koehler et al.,
2023). Ja L263 apresentou Ci elevado em 40/28 °C concomitantemente a queda
acentuada de A, sugerindo que, nessa linhagem, a reducdo de A ndo é explicada
apenas por fechamento estomatico. A combinacéo de C;j alto com A baixa € compativel
com limitacdo n&o-estomatica, como reducdo da capacidade bioquimica de
carboxilacdo/uso de CO,, alteracbes enzimaticas e/ou restricbes metabdlicas
induzidas pelo calor (Fan et al., 2024; Qu et al., 2023). Em L61, Ci manteve-se estavel
e A também ndo diferiu entre temperaturas, o que € compativel com maior estabilidade
do balanco entre entrada de CO, e capacidade de fixagao sob calor.

Para E, houve aumento sob estresse em L76, L594 e L61, enquanto L263 ndo
variou. Em condi¢des mais quentes, aumentos de E s&o esperados pela maior energia
disponivel e maior demanda evaporativa; entretanto, a magnitude dessa resposta
depende do controle estomatico (gs) e do VPD do ar (Grossiord et al., 2020; Middleby
et al.,, 2024). Nesse contexto, o comportamento de L263 (A reduzida e E sem
aumento) € coerente com um cenario de maior limitagcdo funcional sob estresse,
enquanto L61 combina A estavel com E elevado, sugerindo manutencdo do
funcionamento gasoso apesar do aumento da demanda evaporativa.

Por fim, como VPD apresentou significancia para T e também para GxT, além
do aumento geral sob estresse, a magnitude dessa resposta variou entre linhagens.
Sob 40/28 °C, L263 apresentou os maiores valores de VPD, enquanto L76, L594 e
L61 permaneceram em niveis menores. Fisiologicamente, VPD elevado intensifica o
gradiente de perda de agua e tende a induzir respostas de restricdo estomatica para
evitar desidratacdo, com reflexos diretos na fotossintese e no balanco hidrico
(Grossiord et al., 2020; Middleby et al., 2024). Assim, o conjunto Ci/VPD reforca que
L263 operou sob maior demanda atmosférica e apresentou sinal compativel com
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limitacdo ndo-estomatica, enquanto L594 e L61 sustentaram A (e, no caso de L594,
gs) sem diferenga entre temperaturas, e L76 manteve A relativamente elevada no
estresse, mas com queda de Cj, sugerindo maior componente estomatico na sua

resposta.

10.3.4. Ajustes fotoquimicos e fotoprotetores em temperatura supra-6tima

A fluorescéncia minima (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm) apresentaram efeito
significativo de gendétipo, temperatura e interagdo, indicando sensibilidade desses
parametros tanto as diferencas genéticas quanto a variacao térmica. As variacoes em
Fo sugerem alteragbes na estabilidade dos complexos antena e/ou dos centros de
reacdo do PSII sob estresse térmico, enquanto mudancas em Fm podem refletir
limitacbes na capacidade méxima de emissédo de fluorescéncia. Em conjunto, os
resultados indicam que o aquecimento supra-6timo alterou o funcionamento do PSlI
de maneira dependente do genotipo, especialmente nos indicadores associados a
eficiéncia maxima e ao estado funcional dos centros de reacédo (Fv/Fm e gL, além de
Fo e Fm).

Sob 40/28 °C, L61 manteve valores mais elevados de FvW/Fm e gL, com
estabilidade de Fv/Fm entre temperaturas, o que é compativel com maior manutengao
da eficiéncia fotoquimica e menor evidéncia de comprometimento do PSIl. Em
contraste, L76 e L594 apresentaram reducao de F./Fm entre temperaturas e queda de
gL sob calor, padrédo coerente com maior sensibilidade do PSII nessa condi¢cao
(reducéao da eficiéncia maxima e menor “abertura efetiva” dos centros de reacéao).

Para L263, observou-se aumento de PSII e gL sob 40/28 °C, sugerindo ajuste
funcional do PSII sob calor, ainda que os valores absolutos de PSII permanegcam
inferiores aos de L76 nas comparagbes dentro de cada temperatura.
Em relacédo aos mecanismos de dissipacao de energia, o fato de NPQ néo apresentar
resposta generalizada ao fator temperatura na analise conjunta é compativel com a
natureza genétipo-dependente desse componente. Ainda assim, o aumento de NPQ
em L76 entre temperaturas sugere maior acionamento da dissipacdo nao fotoquimica
sob calor, frequentemente interpretado como resposta fotoprotetora (reducéo do
excesso de energia absorvida), mas que também pode indicar maior necessidade de

dissipacédo em condicéo estressante.
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O aumento de gP em todas as linhagens sob 40/28 °C indica mudancga geral

na dinamica fotoquimica; contudo, a distin¢cdo entre estabilidade versus sensibilidade
ao calor é mais informativa quando integrada a parametros como F./Fm e qL.
A significancia de gendtipo e temperatura para Fv, sem interacdo, indica que o
aguecimento supra-6timo afetou o componente variavel do PSIlI de forma geral,
embora as linhagens mantenham patamares distintos desse parametro. Sob 40/28 °C,
L61 manteve valores mais altos de Fv, 0 que é compativel com maior sustentagéo do
componente fotoquimico variavel mesmo em condi¢do quente.
Em contrapartida, a reducdo de Fv observada em L76, L594 e L61 com o0 aumento
térmico sugere que o calor impds limitacdo funcional ao PSIl nesses genotipos,
aspecto relevante porque quedas de Fv sdo associadas a menor eficiéncia do
transporte de elétrons e instabilidade funcional do PSII em altas temperaturas (Yang
et al., 2022). A estabilidade de Fv em L263 sugere menor sensibilidade desse
parametro ao aquecimento nessa linhagem, embora deva ser interpretada em
conjunto com outros indicadores (por exemplo, eficiéncia maxima e parametros de
abertura/redox), ja que Fv isoladamente ndo discrimina a causa da limitacao.

O padrdo observado para FvW/Fm, com efeito de genoétipo, temperatura e
interacdo, é particularmente informativo por indicar que a eficiéncia maxima do PSII
foi afetada pelo calor de forma dependente da linhagem. Nesse contexto, a
estabilidade de FW/Fm em L61 e L263 entre temperaturas € compativel com maior
manutencao da eficiéncia maxima do PSII sob condi¢&o supra-6tima, sugerindo menor
evidéncia de fotoinibicdo nesses materiais. Em contraste, a reduc¢ao de Fv/Fm em L76
e, especialmente, em L594 (com L594 apresentando os menores valores em 40/28
°C) indica maior comprometimento funcional do PSII sob calor, uma vez que reducdes
de FvW/Fm sdo amplamente interpretadas como indicativo de maior fotoinibicdo em
condi¢cdes de estresse térmico (Mathur et al., 2021; Zhang et al., 2023).

Para PSII, os efeitos de gendtipo e temperatura sem interagdo sugerem que o
rendimento efetivo do PSII respondeu ao ambiente com um componente geral, mas
com diferencas entre linhagens no patamar do parametro. O fato de L76 apresentar
PSII elevado em ambas as temperaturas indica maior eficiéncia fotoquimica efetiva
sob as condi¢cOes avaliadas, coerente com maior capacidade de utilizagao da luz no
PSII. Além disso, 0 aumento de PSIl em L263 e L61 sob 40/28 °C sugere ajuste

fotoquimico nessas linhagens, compativel com redistribuicdo de energia e alteracdes
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dindmicas na utilizagédo da luz em resposta ao estresse (Perez et al., 2022). Contudo,
esse comportamento deve ser interpretado juntamente com os indicadores de
eficiéncia maxima, pois incrementos em PSIlI podem ocorrer mesmo quando ha
limitacbes detectaveis em F./Fm. Ainda assim, o padrdo de L61 e L263, que
mantiveram F./Fm estavel e elevaram PSIl, é coerente com maior capacidade de
ajuste funcional do PSII sob calor (Yang et al., 2022).

O parametro NPQ apresentou forte dependéncia genotipica, indicando que a
capacidade de dissipar energia excedente como calor variou entre as linhagens. Em
termos fisiolégicos, NPQ mais elevado reflete maior ativagdo de mecanismos
fotoprotetores associados a dissipacao ndo fotoquimica, o que pode ser favoravel para
reduzir risco de fotoinibicdo quando h& excesso de energia luminosa; ao mesmo
tempo, NPQ alto também pode sinalizar maior pressdo de estresse, pois parte da
energia absorvida precisa ser dissipada em vez de direcionada a fotossintese (Ruban,
2016; Zivcak et al., 2016). Nesse contexto, o0 aumento de NPQ apenas em L76 sob
40/28 °C sugere intensificacdo da fotoprotecdo na condicdo supra-6tima, apontando
para uma resposta dinamica ao calor. Em contraste, L61 manteve valores mais baixos
de NPQ em 40/28 °C, o que pode indicar menor necessidade de dissipacéo, desde
gue acompanhado por estabilidade em indicadores de eficiéncia do PSII, condi¢cdo
coerente com a manutencgéo de Fv/Fm e gL discutida anteriormente.

Os coeficientes gP e gL também evidenciaram diferencas relevantes entre
linhagens, com efeito de gendtipo e temperatura para ambos e influéncia adicional da
interacdo para gL, mostrando que o estado funcional dos centros de reagéao do PSlI
sob calor dependeu do material genético. De modo geral, gP elevado é compativel
com maior proporcdo de centros de reacdo abertos e maior fracdo da energia
absorvida sendo utilizada em processos fotoquimicos; nesse sentido, L76 manteve qP
superior em ambas as temperaturas, sugerindo maior capacidade de sustentar
atividade fotoquimica mesmo sob condi¢cdo supra-6tima (Murchie & Lawson, 2017,
Yang et al.,, 2022). Contudo, gL foi particularmente informativo para diferenciar
estabilidade versus sensibilidade ao calor: a estabilidade de gL em L61 sob 40/28 °C
constitui um sinal favoravel de manutencdo do equilibrio funcional/redox do PSII,
enquanto a reducdo de gL em L76 e L594 indica maior perturbacdo do estado

funcional dos centros de reacao sob estresse térmico.
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Por outro lado, 0 aumento de gL em L263 sob 40/28 °C sugere ajuste funcional
na abertura efetiva dos centros de reacdo, ainda que sua interpretacdo deva ser
integrada aos demais parametros do PSII para caracterizar o comportamento global
da linhagem. Em conjunto, esses resultados mostram que o calor supra-6timo
reorganizou simultaneamente componentes de fotoprotecdo (NPQ) e de
funcionamento fotoquimico (qP e glL), com padrdes distintos entre linhagens. O
principal achado deste bloco € que as linhagens parecem adotar estratégias diferentes
sob 40/28 °C: L61 exibiu o perfil mais consistente com estabilidade do PSII, mantendo
gL e baixa demanda por dissipagdo, L76 sustentou elevada atividade fotoquimica,
porém acompanhada de maior acionamento fotoprotetor e queda de gL, sugerindo
maior necessidade de ajuste sob estresse; L594 apresentou sinais menos favoraveis
pela reducado de Fv/Fm e gL em condicdo supra-6tima; e L263 demonstrou ajuste em
gL e PSII, sugerindo capacidade de reorganizagao funcional do PSII sob calor. Esses
padrées reforcam que a tolerancia térmica, no contexto da fluorescéncia, pode ser
discutida como o equilibrio entre manter a atividade fotoquimica e minimizar a
necessidade de dissipacéo excessiva, permitindo interpretar os genétipos néo apenas
pelos valores médios, mas pelo tipo de resposta fisiolégica acionada sob temperatura

elevada.

10.4. Defesa redox sob temperatura supra-6tima: CAT, SOD e POD

A atividade da catalase (CAT) foi a enzima que respondeu de forma mais clara
ao estresse térmico, uma vez que apresentou efeito significativo de gendtipo e de
temperatura, indicando que ha diferencas intrinsecas entre linhagens e que o
aquecimento supra-6timo afetou globalmente a capacidade de remocao de H,0,. Do
ponto de vista fisioldgico, a reducéo de CAT observada sob 40/28 °C em L76, L263 e
L61 representa um sinal desfavoravel para a manutencao do equilibrio redox, porque
sugere menor capacidade de detoxificacdo de peroxido de hidrogénio justamente em
uma condicdo que tende a aumentar a pressao oxidativa; esse comportamento é
compativel com relatos de perda de atividade por alterac6es conformacionais e maior
desequilibrio redox em temperaturas acima do 6timo (Hussain et al., 2016).

Em contrapartida, a estabilidade de CAT em L594 entre temperaturas € um
achado relevante e pode ser interpretada como maior capacidade de manutengéo do

componente enzimatico frente ao calor, aproximando-se de um padréo de aclimatacao
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ou tolerancia relativa, coerente com a ideia de que mecanismos de
priming/aclimatacédo térmica podem atenuar perdas de atividade antioxidante sob
estresse (Hasanuzzaman et al., 2022). Assim, neste conjunto de dados, a distingcao
central ndo € “quem tem a maior CAT”, mas sim quem preserva CAT sob calor: L594
manteve o parametro, enquanto L76, L263 e L61 reduziram, 0 que sugere maior
vulnerabilidade do sistema de remocéo de H,0O, nessas linhagens na condi¢ao supra-
otima.

Para a peroxidase (POD), a interpretacao deve ser mais conservadora, porque
0 conjunto de resultados indica baixa sensibilidade da enzima na faixa térmica
avaliada. Mesmo havendo um decréscimo entre temperaturas em L263, esse
comportamento ndo se traduz em um padréo generalizado, e, portanto, a POD nao se
caracteriza como um marcador robusto de resposta ao calor neste experimento. Isso
€ coerente com observacfes de que a ativacdo de peroxidases em milho pode ser
mais evidente apenas sob estresses mais intensos ou prolongados (Jagtap et al.,
2023). Além disso, a estabilidade predominante pode refletir compensacéao funcional
por outras rotas antioxidantes que assumem maior protagonismo na remocao de
peréxidos, como catalase e outras peroxidases especificas (por exemplo, APX),
reduzindo a necessidade de alteracdo detectavel em POD no intervalo térmico
estudado (Li et al., 2020). Portanto, o principal achado para POD né&o € a diferenca
entre linhagens, mas sim a resposta limitada do pardmetro ao estresse térmico
aplicado.

A superoxido dismutase (SOD), por sua vez, apresentou efeito significativo
apenas de genotipo, sem efeito de temperatura ou interacdo, indicando que as
diferencas observadas refletem sobretudo caracteristicas intrinsecas de cada
linhagem, e ndo um ajuste induzido pelo aquecimento. Como a SOD catalisa a
conversdo de radicais superéxido em H,O, e constitui a primeira linha de defesa
contra EROs, a presenga de variagdo genotipica sugere diferentes “niveis basais” de
prontidao antioxidante entre materiais (Singh et al., 2020).

No entanto, o fato de SOD ndo se alterar de modo significativo com a
temperatura implica que, neste ensaio, 0 estresse supra-6timo nao exigiu (ou néo
desencadeou) uma modulacdo detectavel desse componente, ou que a resposta ao
calor tenha sido direcionada para outros pontos do sistema antioxidante. Mesmo que

haja tendéncia numérica de aumento sob 40/28 °C, a auséncia de significancia
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recomenda cautela para ndo interpretar como ativacéo efetiva, ainda que a literatura
associe maior SOD a respostas adaptativas ao calor em alguns contextos (Hussain et
al., 2016). Mecanismos regulatérios mais amplos, incluindo controle epigenético e
hormonal, podem modular essa enzima e se relacionar a termotolerancia, mas, no seu
conjunto de dados, a evidéncia mais sélida permanece sendo a diferenca basal entre
genotipos e a estabilidade frente ao aquecimento (Wang et al., 2023).

Em sintese, o resultado mais informativo do bloco enziméatico € que CAT foi o
componente mais responsivo ao estresse térmico, com reducédo sob 40/28 °C em trés
linhagens e manutencdo em L594, o que sugere diferenca préatica na capacidade de
sustentar a detoxificacdo de H,O, sob calor. A SOD expressou principalmente
variacao intrinseca entre linhagens, sem ajuste detectavel ao aquecimento, enquanto
a POD apresentou resposta limitada e ndo se configurou como um indicador
consistente de estresse térmico nas condicfes avaliadas. Esses achados indicam
gue, dentro da faixa térmica estudada, a caracterizacdo de tolerancia térmica por
enzimas antioxidantes deve priorizar a capacidade de preservacdo de CAT sob calor,
enquanto SOD e POD fornecem informacdo mais complementar e dependente do

contexto experimental.
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11. CONCLUSAO

A temperatura de 40/28 °C afetou o desempenho inicial das linhagens de milho-
pipoca de forma genotipo-dependente, confirmando que o estresse térmico influencia
a germinacao e o desenvolvimento inicial dessa cultura. A germinagéo final manteve-
se elevada nas duas condi¢des térmicas, indicando que o calor atuou principalmente
sobre o vigor e a dindmica germinativa, e ndo sobre a viabilidade das sementes. Em
contrapartida, o desenvolvimento inicial foi mais sensivel ao estresse, com alteracfes
em parametros morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos.

Entre os atributos avaliados, destacaram-se como mais sensiveis ao calor as
trocas gasosas, os parametros de fluorescéncia da clorofila, os indices espectrais e a
atividade da catalase. Esses resultados demonstram que a resposta ao estresse
térmico envolve alteracdes integradas no funcionamento fotossintético, no estado
fisiologico foliar e no sistema antioxidante.

A integracdo dos parametros germinativos, morfologicos, fisiologicos e
bioguimicos permitiu distinguir as linhagens quanto ao nivel de tolerancia térmica. As
linhagens L61, L76 e L594 apresentaram respostas mais favoraveis sob 40/28 °C,
ainda que por mecanismos distintos, enquanto L263 mostrou maior sensibilidade ao
calor. De modo geral, L61 destacou-se pela maior estabilidade fotoquimica, L76 pelo
desempenho fisioldgico mais ativo sob estresse, e L594 pela manutencdo mais
consistente da atividade antioxidante.

Assim, os objetivos do trabalho foram atendidos, uma vez que foi possivel
avaliar o desempenho germinativo e o crescimento inicial sob duas condi¢des
térmicas, caracterizar alteragdes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas induzidas
pelo calor e identificar diferencas entre linhagens quanto a tolerancia ao estresse
térmico. Esses resultados fornecem base para a selecao de materiais promissores e

para o aprofundamento de estudos sobre toleréncia térmica em milho-pipoca.
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