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INFLUENCIA DA FONTE E DO DRENO DE FOTOSSINTATOS NO
METABOLISMO GLICIDICO DE PLANTAS DE MILHO E SEUS REFLEXOS
NOS FATORES DE PRODUGAO

RESUMO - Avaliou-se os efeitos de diferentes propor¢cdes de folhas e
graos sobre o metabolismo glicidico de milho. As principais caracteristicas
produtivas, o acumulo de matéria seca, os teores de acucares redutores, sacarose
e amido nas folhas, colmos e endospermas bem como as atividades de: invertase
nas folhas e colmos; invertase e sacarose sintetase nos endospermas, foram
determinados. O experimento foi conduzido na FCAV/Unesp-Jaboticabal, em
delineamento de blocos casualizados com quatro repetigdes, com o hibrido
Agromen 3050. Os tratamentos foram: 1) testemunha (100 % de folhas e graos);
2) retirada de 100% das folhas, mantendo-se 100% de gréos; 3) retirada de 33%
das folhas, mantendo-se 100% de graos; 4) retirada de 66% das folhas,
mantendo-se 100% de graos; 5) sem polinizagdo da espiga mantendo-se as
folhas; 6) polinizagdo de 25% da espiga mantendo-se as folhas; 7) polinizagéo de
50% da espiga mantendo-se as folhas. O menor numero de estigmas polinizados
resultou em maior acumulo de matéria seca no caule e folhas, aciumulo de
sacarose nos colmos, acumulo de acucares redutores, sacarose e amido nas
folhas. O desfolhamento e a polinizacédo parciais ndo afetaram a concentracéo de
agucares redutores e sacarose nos endospermas, e agucares redutores nos
colmos. A desfolha parcial acarretou menor matéria seca na espiga,
principalmente pelo menor numero de grdos; menor concentragdo de amido nos
endospermas, colmos e folhas; menor concentracdo de sacarose nos colmos.
Plantas sem graos tiveram acumulo de amido nos colmos. A atividade enzimatica
no endosperma e nas folhas nao foi afetada pelos tratamentos.

Palavras-chave: Zea mays L., desfolha, polinizagao parcial, agucares redutores,

sacarose, atividade enzimatica.
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SOURCE/SINK INFLUENCE ON GLICIDIC METABOLISM OF MAIZE AND ITS
EFFECT ON GRAIN YIELD COMPONENTS

Abstract - The development and dry matter accumulation in stem, leaves
and ear, the concentrations of reducing sugars, sucrose and starch in leaves,
stems and endosperms besides the activities of: invertase in leaves and stems;
invertase and sucrose synthase in endosperms of corn plants submitted to
defoliation and partial pollination were evaluated. A completely randomized block
design with four replications was used. The treatments were constituted by the
control (100% of leaves and grains), three variations of the source size (0%, 33%
and 66% of leaves) with 100% of grains, and three variations in the sink size (0%,
25% and 50% of grains) keeping 100% of leaves. Leaf number reduction resulted
in smaller ear dry matter, due to smaller grain number, but the 100 kernels weight
was not altered. Grain number reduction increased stem and leaf dry matter, but
increase in the remaining weight was not significant. There was no ear and grain
development when plants were completely defoliated. Defoliation and partial
pollination did not affect the concentration of reducing sugars and sucrose in the
endosperms, and reducing sugars in the stems. Partial defoliation did not result in
smaller starch concentration in the endosperm and stalks; but induced lower
sucrose levels. The reduction of grain number caused sucrose accumulation in the
stems. Plants without grains had starch accumulation in leaves. Leaf soluble
invertase activity was much higher than that from the particulate form. Leaf and
endosperm enzyme activities were not altered by treatments.

Key words: reducing sugars, sucrose, starch, invertase, sucrose synthase,
defoliation, partial pollination.



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

A producédo de fotoassimilados é diretamente relacionada com a atividade da
enzima sacarose fosfato sintetase nas folhas (ROCHER et al., 1989), que se localiza
exclusivamente no mesofilo no caso de folhas maduras (LUNN e FURBANK, 1997), ao
passo que nas folhas em desenvolvimento encontra-se nas células da bainha vascular
(CHENG et al., 1996).

O processo e as enzimas envolvidas na sintese de sacarose tém sido estudados
intensivamente em espinafre (NEUHAUS et al., 1990; SIEGL e STITT, 1990; WALKER
e HUBER, 1989). A sintese de sacarose ocorre no citosol e comega com a conversao
das trioses fosfatos exportadas do cloroplasto em hexoses fosfatos e por ultimo a
sacarose e sua regulacao é dividida pelas enzimas frutose-2,6-bisfosfatase e sacarose
fosfato sintetase, que catalisam as reagdes que levam a sintese de sacarose (HUBER e
HUBER, 1992).

A sintese de carboidratos tem sido concomitante a incrementos na radiagdo, mas
as taxas absolutas de sintese foram sempre menores quando as folhas continham altos
niveis enddégenos de sacarose. Isto acontece durante o dia quando, além do acumulo
de sacarose, ocorre a formacdo de amido que €& metabolisado durante a noite. O
controle grosseiro da sacarose fosfato sintetase foi eficiente em regular os fluxos sob
baixas taxas fotossintéticas e em manter os niveis de metabdlitos relativamente
constantes; sob altas taxas fotossintéticas a sintese de sacarose resultou em aumento
bastante expressivo das concentragdes deste metabdlito (NEUHAUS et al.,1990).

A expressdo de altos niveis de sacarose fosfato sintetase em plantas
transgénicas de tomate oriunda de milho tiveram baixos niveis de amido e aumentadas
concentragdes de sacarose nas folhas. Baxter et al. (2001) também demonstraram a
importancia da sacarose fosfato sintetase como o principal ponto de controle na
particdo entre amido e sacarose durante a fotossintese, sendo que plantas transgénicas
de tabaco tiveram elevadas concentracbes de sacarose no final do fotoperiodo

associadas a uma paralela redugcdo no conteudo de amido e linearmente



correlacionadas com altas atividades de sacarose fosfato sintetase proveniente de
milho.

Uma vez transportada via floema, inicia-se a utilizacdo da sacarose pela sua
clivagem, que é catalisada por duas enzimas distintas que apresentam diversas
isoformas diferindo em suas localizagdes subcelulares: a R-frutofuranosidase (R3-D-
frutofuranosidade frutoidrolase, EC 3.2.1.26, também chamada de R-furanosidase ou
invertase) e sacarose sintase (UDP-glicose:D-frutose 2-a-transferase, EC 2.4.1.13,
também chamada de sacarose sintetase) (STURM et al., 1995).

A clivagem da sacarose pela invertase € uma reacgao irreversivel e gera glicose e
frutose, suprindo as necessidades energéticas da célula e também esta envolvida em
reacdes de biossintese. A sacarose sintetase preserva a enegia da ligagao glicosidica e
hidrolisa sacarose na presenga de UDP em UDP-glicose e frutose, reagcdo esta
reversivel (COPELAND, 1990). A pirofosfordlise de UDP-glicose pode diminuir a
atividade das vias catabolitica e anabolitica de utilizacdo de sacarose através do
fornecimento de glicose-1-fosfato (SUNG et al., 1989).

As folhas em crescimento, que funcionam temporariamente como 6rgéaos dreno,
importam carbono das folhas fotossinteticamente ativas consideradas fonte até
atingirem 30 a 50% do seu tamanho final. Durante a primeira fase de crescimento foliar,
altas atividades da sacarose fosfato sintetase e invertase parecem ser necessarias para
o fornecimento de energia e metabdlitos pela clivagem e hidrolise da sacarose
proveniente das folhas maduras. O aumento da capacidade fotossintética leva a um
excesso de carbono, reduzindo a importagao e a partir desta fase, quando a folha se
torna madura e passa a ser considerada como fonte de fotoassimilados, a atividade da
sacarose sintetase no limbo foliar de milho é reduzida a aproximadamente 10%. A
nervura principal sofre similar redugcdo na atividade da sacarose sintetase, ao passo
que na bainha da folha observa-se redu¢ao em torno de 20% (CLAUSSEN et al., 1985).

Em folhas de soja em desenvolvimento com 4% do tamanho final da lamina
foliar, toda clivagem da sacarose foi efetuada exclusivamente pela sacarose sintetase;
quando as folhas tinham 7,6% do tamanho final da lamina, a contribuicdo da invertase

ao metabolismo da sacarose foi de 47%, 54% com 11% da expanséo e entdo se



manteve ao redor de 42% para o restante da fase de importacdo de sacarose. Para
folhas de beterraba com 30% de expansao da Iamina foliar a contribuicdo da invertase
ao metabolismo da sacarose foi 58% (SCHMALSTIG e HITZ, 1987).

As formas soluveis da invertase, presentes nos vacuolos e no citoplasma, sao
especialmente importantes na fase de expansao celular, que ocorre na formacao das
folhas, no desenvolvimento inicial dos frutos/sementes e demais tecidos em rapido
alongamento (SCHAFFER et al., 1987; SUNG et al.,, 1994). Neste sentido, Morris e
Arthur (1984a) encontraram alta correlagcdo positiva entre o alongamento de segmentos
do caule de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e a atividade especifica da invertase
soluvel, mediante a incubagdo dos explantes sob diferentes concentragdes de acido
indol acético e auxina. Durante a fase inicial de expansao da lamina foliar foi observada
alta atividade da invertase soluvel, com a maturidade da folha a atividade de invertase
diminuiu e houve aumento da concentragao de sacarose (MORRIS e ARTHUR, 1984b).

Pelo menos duas formas de invertase, soluvel e ligada a parede celular, sdo
encontradas nas plantas. Apesar de n&o estarem completamente elucidadas as fungdes
fisiologicas das invertases, sabe-se que a invertase ligada a parede celular atua no
transporte via floema convertendo sacarose para 6rgaos em crescimento (SHANKER et
al., 1995). As isoformas de invertase podem ser distinguidas pela localizagdo subcelular
(parede celular, vacuolo e citosol), solubilidade (soluvel ou insoluvel em tampdo de
baixa forca ibnica), pH étimo (acido, neutro ou alcalino) e pelo ponto isoelétrico (STURM
e CHRISPEELS, 1990). As invertases presentes na parede celular e vacuolo sao
glicosiladas e tem pH 6timo acido, enquanto a invertase citosolica aproxima-se mais de
uma forma ndo glicosilada com pH étimo neutro/alcalino (KIM et al., 2000).

A importancia da atividade de invertase no estabelecimento e manutengédo do
tamanho do dreno durante a fase de polinizagao e desenvolvimento inicial do grao foi
demonstrada por Zinselmeier at al. (1995). Segundo eles o déficit hidrico inibiu a
atividade da invertase acida, reduzindo os niveis de acucares redutores e
principalmente de amido, com consequente acumulo de sacarose. Como resultado o

crescimento do ovario foi inibido.



Conforme descrito por Shannon e Dougherty (1972) nos grdos de milho a
invertase soluvel apresenta atividade crescente entre 12 e 16 dias apds a polinizagao,
se mantém estavel até aos 20 e depois tende a diminuir; por outro lado, a forma ligada
apresenta atividade inicial menor que a soluvel, porém crescente até 32 dias apds a
polinizagcdo, quando se estabiliza, sendo que em torno de 25 dias a forma ligada passa
a ser mais importante do que a soluvel. No tecido do pedicelo a atividade de invertase &
decrescente a partir de 12 dias ap6s a polinizagao.

No inicio do desenvolvimento dos grdos a invertase é encontrada em todo o
endosperma e no pedicelo, mas ao redor dos 20 dias apds a polinizagao, encontra-se
principalmente no terco inferior do endosperma e pedicelo, ndo sendo detectada
atividade de invertase no embrido em desenvolvimento (DOHELERT et al., 1988) ou no
tecido da regido placento chalazal (DOHELERT e FELKER, 1987). Nos graos de milho
a atividade da sacarose sintetase se localiza principalmente no embrido e na porgao
superior do endosperma, as quais séo areas de biossintese de compostos de reserva
(DOHELERT e FELKER, 1987).

Mediante caracterizagdo parcial das enzimas envolvidas na atividade de
invertase no endosperma de milho foram descritas duas formas soluveis (I e Il) com
valores de Km de 2,0 e 9,7 mM para sacarose e uma forma ligada a parede celular (lll)
de Km para sacarose de 8,7 mM. A invertase | é presente no endosperma entre 10 e 28
dias apds a polinizacdo, ao passo que a invertase Il aparece em embrides em
germinagado e no endosperma até 6 dias apos a polinizagdo (JAYNES e NELSON,
1971).

A sequéncia do gene Ivr1 de invertase soluvel, que apresenta 42% de
similaridade a forma ligada a parede celular ao nivel de aminoacidos e uma identidade
de aproximadamente 60% com as invertases soluveis (XU et al., 1996)

A abundancia relativa das transcricdes e produtos protéicos de um gene de
invertase ligada a parede celular (Incw2) e do gene lvr1 de invertase soluvel em graos
de milho em desenvolvimento foram analisadas por Carlson e Chourey (1999). Os
niveis de transcrigdo do gene Incw2 aumentaram dramaticamente de 0 a 12 dias apés a

polinizacao, enquanto nao foi detectada transcrigao do gene Ivr1. E coerentemente com



os dados de expressao do RNA, a proteina Ivr1 n&o pode ser detectada nos extratos de
graos. O fracionamento da forma soluvel de invertase (lvr 1) através do focalizagao
isoelétrica e revelagcdo de bandas de eletroforese sugeriram que a atividade enzimatica
atribuida a invertase soluvel foi proveniente de contaminagéo pela invertase ligada a
parede celular. Estes resultados foram reforcados pelos resultados de analise
eletroforética da proteina proveniente de cultura de suspenséao de células de milho onde
a atividade enzimatica da forma “soluvel” foi também atribuida a contaminagéao pela
proteina ligada, indicando que as ligacdes ibnicas sdo bastante fracas e podem ser
rompidas mesmo na extragdo com tampao de baixa forca ibnica. Baseado nestes
resultados os autores apontam a invertase ligada como o ponto critico no

desenvolvimento de 6rgdos dreno como os gréos de milho.
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CAPITULO 2 - Distribuicdo de matéria seca em milho sob diferentes proporcdes
de folhas e estigmas polinizados.

RESUMO - Objetivou-se avaliar as principais caracteristicas produtivas, o acumulo de
matéria seca nos colmos, folhas e espigas de plantas de milho submetidas a
desfolhamento e polinizacdo parcial. O delineamento utilizado foi o de blocos
casualizados com quatro repeticdbes, empregando-se o milho hibrido triplo
superprecoce “Agromen 3050”. Os tratamentos constituiram-se de diferentes
propor¢gdes de folhas e graos. A redugcdo da fonte acarretou menor matéria seca
acumulada na espiga, principalmente pelo menor numero de grados. A redugdo no
numero de estigmas polinizados proporcionou maior acumulo de matéria seca no caule
e folhas, mas os aumentos do peso médio dos grdos remanescentes nao foram
significativos. Nao houve desenvolvimento de grdos nas plantas completamente

desfolhadas dois dias apds a polinizagéo.

Palavras-chave: Zea mays L., desfolha, polinizacdo parcial, crescimento, numero de

graos.

Introducgao

Experimentos em condigdes de campo baseados no desfolhamento como forma
de variagao do suprimento de fotoassimilados aos grédos em desenvolvimento tém sido
realizados por diversos autores (DUNCAN et al. 1965; EGHAREVBA et al., 1976;
EDMEADES e LAFITTE, 1993; CIRILO e ANDRADE, 1994; SCHUSSLER e
WESTEGATE, 1995; ANDRADE e FERREIRO, 1996; MADONNI et al., 1998; RAJCAN
e TOLLENAAR, 1999). Embora seja evidente que o desfolhamento afeta a produgao

de graos, nao esta clara a forma com que o metabolismo da planta reage frente a
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diminuicdo da fonte de fotoassimilados ou limitagdo do tamanho do dreno de
metabdlitos, havendo necessidade por mais informagdes, principalmente em se
tratando de estudos realizados em ambito nacional.

Neste trabalho foram estudados os efeitos de diferentes proporgdes de folhas e
de graos, portanto numa ampla faixa de suprimento de fotoassimilados, sobre o
acumulo e particao de matéria seca e os fatores de producéo da cultura.

O conhecimento dos processos que determinaram os aumentos de producgao da
cultura do milho observados nas ultimas décadas, como resultado principalmente do
melhoramento genético e de praticas culturais mais adequadas, pode fornecer bases
para novas melhorias (HO, 1988). Com intuito de contribuir para o conhecimento dos
processos que determinam os aumentos de produgcao de milho, foi desenvolvido o
presente trabalho cujo objetivo foi avaliar o desenvolvimento e acumulo de matéria
seca no caule, folhas e espiga de plantas, e as principais caracteristicas produtivas de

milho submetido a desfolhamento e polinizagao parcial.

Material e métodos

O milho hibrido triplo superprecoce “Agromen 3050” foi cultivado seguindo-se as
recomendagdes de adubacgdo, controle de pragas e plantas daninhas, descritas por
Fornasieri Filho (1992).

Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados com quatro repeticdes.

Os tratamentos foram: 1) testemunha (100% de folhas e gréos); 2) retirada de
100% das folhas, mantendo-se 100% dos gréos; 3) retirada de 33% das folhas,
mantendo-se 100% dos gréaos; 4) retirada de 66% das folhas, mantendo-se 100% dos
graos; 5) sem polinizagdo da espiga, mantendo-se todas as folhas; 6) polinizagdo de
25% da espiga, mantendo-se todas as folhas; 7) polinizagdo de 50% da espiga,
mantendo-se todas as folhas.

Para controlar o tamanho da fonte de fotoassimilados manteve-se 0, 4, 8 ou 12

folhas, correspondendo a 0%, 33%, 66% e 100%, e retirando-se as demais. A folha da
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vizinha a espiga foi uma das mantidas nas plantas com 33% e 66% de folhas, sendo
que estas primeiras ficaram com uma folha abaixo da espiga e duas acima, e as
ultimas com trés folhas acima e quatro abaixo. A desfolha e a polinizacdo controlada
foram efetuadas em trés plantas selecionadas por metro, baseando-se na
uniformidade de desenvolvimento da espiga e emissdo de estigmas. Esta medida
também objetivou evitar alteragdes no microclima das parcelas, principalmente nos
niveis mais severos de desfolha.

O tamanho do dreno foi controlado através da polinizagdo parcial das espigas.
Para tanto, antes da emissdo dos estigmas as espigas foram protegidas com saco
plastico. Efetuou-se um corte a aproximadamente 3 cm da ponta das espigas com
objetivo de facilitar a exposi¢cdo dos estigmas apicais e a polinizagao. Para realizar a
polinizagdo controlada, a espiga foi coberta para evitar a polinizagdo aleatéria
enquanto parte dos estigmas foi envolvida em papel parafinado, de modo que somente
a porgao de estigmas que se desejava polinizar ficava exposta. O pélen foi aplicado
com pincel e manteve-se a espiga ensacada até a coleta. Plantas com 100% de gréaos
foram também polinizadas artificialmente e mantidas expostas a polinizagdo natural.

A reducdo do numero de graos baseou-se na diminuicdo do numero de graos
nas fileiras, apesar de certa limitagcado devido a impossibilidade de polinizacdo dos
estigmas apicais. Mediante a meticulosidade deste processo obteve-se 25% e 50% de
graos quando se objetivou 33% e 66% de graos.

As parcelas de 10 m de comprimento e 8 linhas espagadas de 0,90 m foram
demarcadas uma semana antes do florescimento (antes do estagio VT), sendo que
cada bloco foi inserido em uma area uniforme da cultura. Tomou-se como bordadura 1
m nas extremidades das linhas e as duas linhas laterais. A densidade populacional foi
de 50.000 plantas ha™.

Dez plantas por parcela foram amostradas aos 2, 10, 20, 30 e 40 DAP (dias
apos a polinizagao), para a determinagado da matéria seca. As plantas foram levadas
para o laboratério onde foram separados colmos (juntamente com as bainhas foliares),
folhas (laminas foliares) e espigas, e secos em estufa de circulagao forgcada de ar a

70° C até peso constante. Estimativas de perdas de matéria seca para respiragdo nao
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foram consideradas, pois de acordo com Rugget (1993) estes decréscimos, devido aos
baixos valores e limitagcbes em termos de quantificacdo, normalmente nao sao levadas
em conta em estudos de remobilizagéo.

Em amostra de dez espigas obtidas no ponto de colheita determinou-se o
numero de fileiras de graos, numero de graos ao longo das fileiras, peso médio de 100
graos e a producgao de graos por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de
Tukey, utilizando-se esquema de parcelas subdivididas para comparar os tratamentos

nas diferentes épocas de avaliagao.

Resultados e discussao

A reducdo no numero de folhas teve influéncia direta sobre o acumulo de
matéria seca na espiga, comparado ao testemunha, desde 10 dap. Aos 20 dap. o
efeito da retirada de 66% de folhas foi superior ao observado com 33% de desfolha,
sendo que este tratamento induziu menor matéria seca em relagdo ao testemunha
somente a partir de 30 dap.

N&o houve diferengas significativas entre as avaliagbes quanto ao acumulo de
matéria seca no caule no tratamento de desfolha total da planta, indicando que este
orgao nao forneceu fotossintatos ao desenvolvimento dos gréos. Isto ocorre porque o
carbono incorporado durante o alongamento do colmo sofre remobilizacdo desprezivel
(0,5%), participando principalmente na formacado de celulose em o6rgaos vegetativos
(CLIQUET et al.,, 1990). Em condicbes normais de cultivo a contribuicdo de
carboidratos formados antes do florescimento varia entre 5% e 10% do peso final dos
graos (SIMMONS e JONES, 1985). Nas plantas completamente desfolhadas o
desenvolvimento dos graos dependeria do colmo e, como resultado da auséncia de
reservas a serem remobilizadas, o crescimento e o desenvolvimento da espiga foram

interrompidos, havendo deterioragcéo da espiga.
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Tabela 1. Acumulo de matéria seca (g) nos 6rgaos de plantas de milho com diferentes

proporgdes de folhas e graos.

% folhas/% graos Amostragem (dias apds a polinizagéo)

2 10 20 30 40
Espiga
0/100 7,98 Aa 7,36 Ac 9,46 Ac 546 Ad 8,01 Ad
33/100 6,52 Ea 25,17 Db 49,97 Cb 62,93 Bc 83,49 Ac
66/100 5,46 Ea 28,44 Dab 78,38 Ca 112,14 Bb 148,35 Ab
100/100 5,58 Ea 40,38 Da 86,92 Ca 130,70 Ba 187,11 Aa
Colmo (com bainhas foliares)
0/100 59,95 Aa 46,91 Ac 47,80 Aabc 54,52 Ac 50,04 Ac
33/100 62,77 Ba 61,54 Aab 55,79 Ac 59,27 Ac 55,96 Abc
66/100 51,86 Aa 63,02 Abc 53,17 Abc 61,04 Abc 65,43 Abc
100/100 55,90 Aa 67,18 Aab 60,66 Aab 67,61 Abc 74,44 Ab
100/50 49,62 Ca 70,76 Bab 53,80 Cab 87,78 Ab 101,08 Aa
100/25 53,14 Ca 70,90 Bab 65,62 Bca 95,19 Ab 100,63 Aa
100/0 52,24 Ca 84,60 Ba 64,45 Ca 120,44 Aa 114,40 Aa
Folhas*
100/100 29,56 32,85 30,38 32,53 33,15
100/50 28,30 32,45 31,09 33,51 31,57
100/25 28,82 32,56 31,46 34,07 39,44
100/0 28,16 32,82 39,29 36,64 43,32

* As médias nado apresentaram diferencas significativas. Letras iguais maiusculas na linha e minusculas
na coluna indicam igualdade estatistica ao nivel de 1%. Espiga: F = 212,0 e C.V.% = 16,23; e F = 64,77
e CV.% = 22,64; Caule: F =34,46 e CV.% = 14,21, e F = 62,36 e C.V.% = 12,61; Folhas: F = 8,69 e
CV.% =9,77;e F =6,39 e C.V.% = 14,12, para tratamentos e épocas de amostragem, respectivamente.

Plantas com reduc&o do numero de graos (0, 25, e 50% de graos) apresentaram
maior acumulo de matéria seca no colmo comparado ao testemunha, mas a matéria
seca total da planta foi menor (Figura 1), e esta de acordo com resultados de Kiniry et
al. (1992).
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Figura 1. Matéria seca (g/planta) de espiga, caule e folhas de
plantas submetidas ao controle da fonte e do dreno de
fotoassimilados, aos 40 dias apds a polinizacéo.

Plantas sem gréos apresentaram sintomas de senescéncia apos o término do
crescimento da espiga (palha e sabugo). E interessante destacar também o acimulo
(33,16% de aumento) de matéria seca ocorrido no colmo de plantas a partir de 30 dap.
com 100% de folhas e grdos, demonstrando que a capacidade de produgédo de
fotoassimilados foi superior aos requerimentos dos graos nesta fase.

O numero de graos por planta foi o componente da produ¢ao mais afetado pela
desfolha (Tabela 2). Em termos percentuais o numero de graos por planta foi reduzido
em 17,23% e 32, 79% nas plantas com 66% e 33% de folhas, respectivamente.

O peso médio de graos foi pouco afetado pelos tratamentos de desfolha, sendo

que as retiradas de 33% e 66% das folhas 2 dap., proporcionaram redugdes
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respectivas de 2,59% e 4,4%. As redugdes de 50% e 75% do numero de graos
possibilitaram aumentos estimados em 6,75% e 12,23% no peso médio de 100 graos.
O peso médio dos graos nao foi alterado a ponto de compensar, pelo menos em parte,

0 menor numero de graos.

Tabela 2. Caracteristicas agrondmicas de plantas de milho submetidas a redugdo do tamanho da fonte
e do dreno de fotoassimilados.

Caracteristica Proporgdes de folhas e de gréaos
33/100 66/100 100/100 100/50 100/25

Numero de graos por fileira** 24,75d 30,50 b 36,25 a 27,50 c 24,00d

Numero de gréos por espiga** 371,50 ¢ 457,50 b 552,75 a 275,00d 132,0 e
Peso de 100 graos* 32,25b 32,75 ab 33,75 ab 37,88 a 36,00 ab

Produgédo de graos por planta** 62,41 c 115,43 b 144,98 a 70,93 c 25,01d
Letras iguais indicam igualdade estatistica pelo teste de Tukey; * e **: 5 e 1% de probabilidade.

A matéria seca da palha da espiga geralmente foi maior nos tratamentos de
reducdo do dreno, o0 mesmo ocorrendo para o sabugo, exceto para o tratamento sem
graos, indicando que o acumulo de matéria seca no sabugo depende da presenca de
graos (Figura 2).

Diferencas no acumulo de matéria seca nos graos entre os tratamentos com
100/100 e 66/100 de folhas/graos foram notadas a partir de 20 DAP. A partir de ent&o
houve menor acumulo para o tratamento 66/100 comparado ao testemunha, indicando
que a retirada de 33% das folhas limitou a produgdo de grdos, mas neste periodo o
tratamento testemunha induziu acumulo de matéria seca no colmo.

O aumento na quantidade de matéria seca acumulada nos graos das plantas
submetidas a desfolha ndo foi acompanhado por respectiva reducdo da matéria seca
de sabugo e/ou palha. Isto mostra que ndo houve remobilizacdo de reservas entre

estes Orgaos, principalmente do sabugo para os graos.
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Figura 2. Distribuicdo de matéria seca nos
componentes da espiga (palha, sabugo e graos),
de plantas submetidas a diferentes proporgdes de
folhas e estigmas polinizados.
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Conclusoes

Nao foi observada reducdo da matéria do colmo de plantas desfolhada.

N&o houve crescimento de grados em plantas sem folhas.

A redugao do numero de graos induziu acumulo de matéria seca no colmo.

Plantas com 100% de folhas e graos tiveram acumulo de matéria seca no colmo.

e O numero de graos por planta foi o componente da produgdo mais afetado pela
desfolha.

e O acumulo de matéria seca no sabugo foi dependente da presenca de gréos;

¢ Nao houve remobilizagao de reservas da palha e sabugo da espiga para os graos.

e Plantas sem gréos apresentaram coloragédo avermelhada e tiveram a senescéncia

acelerada.
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CAPITULO 3 - Concentragdo de carboidratos e atividade enzimatica em plantas de
milho sob alteragcao da fonte e dreno.

RESUMO - Objetivou-se avaliar os teores de agucares redutores, sacarose e amido
nas folhas, colmos e endospermas bem como as atividades enzimaticas de: invertase
soluvel e ligada nas folhas e colmos; invertase soluvel, invertase ligada e sacarose
sintetase nos endospermas de graos de plantas de milho submetidas a diferentes
proporgdes de folhas e estigmas polinizados. Utilizou-se o delineamento de blocos
casualizados com quatro repeticdes, empregando-se milho hibrido triplo superprecoce
(Zea mays L., “Agromen 3050”). Os tratamentos foram constituidos por diferentes
proporgcdes de folhas e graos. O desfolhamento e a polinizagédo parciais ndo afetaram
a concentragdo de agucares redutores e sacarose nos endospermas, € acgucares
redutores nos colmos. A desfolha parcial ndo acarretou menor concentracdo de amido
nos endospermas. A desfolha proporcionou menor concentracdo de sacarose nos
colmos. A reducdo do numero de graos provocou acumulo de sacarose nos colmos.
Plantas sem gréos tiveram acumulo de amido nos colmos. A concentracdo de amido
no caule e nas folhas nao foi afetada pela desfolha. A redugédo do numero de graos
acarretou acumulo de acgucares redutores, sacarose e amido nas folhas. A atividade de
invertase nas folhas foi maior para a forma soluvel. Nem a desfolha parcial nem a
reducdo no numero de graos alteraram as atividades enzimaticas no endosperma de

grao e nas folhas.

Palavras-chave: acucares redutores, sacarose, amido, invertase soluvel, invertase

ligada, sacarose sintetase.
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Introducgao

Os graos de milho em desenvolvimento dependem do suprimento de sacarose
proveniente de outras partes da planta e transportada via floema, sendo inicialmente
hidrolisada a glicose e frutose. Este processo ocorre principalmente na parte basal do
grao, é desempenhado pela atividade da invertase e se constitui em meio de manter um
gradiente de concentrag&o para promover o enchimento do grdo, conforme sugerido por
Shannon e Dougherty (1972). A sacarose pode ainda ser metabolisada pela sacarose
sintase também conhecida como sacarose sintetase (TSAI et al., 1970; DOEHLERT e
FELKER, 1987; COPELAND, 1990; STURM et al., 1995).

Pelo menos duas formas de invertase, soluvel e ligada a parede celular, s&o
encontradas nas plantas. As invertases presentes na parede celular e vacuolo sao
glicosiladas e tem pH 6timo para atividade na faixa acida, enquanto a invertase
citosdlica aproxima-se mais de uma forma ndo glicosilada e com pH ¢6timo para
atividade na faixa neutra/alcalina (KIM et al., 2000).

Analisando a abundancia relativa das transcricbes e produtos protéicos de um
gene de invertase ligada a parede celular (Incw2) e do gene Ivr1 de invertase soluvel
em graos de milho em desenvolvimento e foi apontada a invertase ligada como o ponto
critico no desenvolvimento de 6rgdos dreno como é o caso dos grdos de milho
(CARLSON e CHOUREY, 1999).

Apesar de nao estarem completamente elucidadas as fungdes fisioldgicas destas
invertases, foi sugerido que a invertase ligada a parede celular atua no transporte via
floema convertendo sacarose para 6rgaos em crescimento (SHANKER et al., 1995). De
acordo com Zinselmeier et al. (2000) a sacarose que atinge os ovarios parece ser
principalmente processada pela invertase, de modo que a performance da atividade
desta enzima associa-se também com o crescimento dos ovarios. A manutencao de um
gradiente de concentragcédo favoravel facilita a continuidade do fluxo e a hidrolise da
sacarose previne seu retorno ao floema (DELROT e BONNEMAIN, 1985).

Pesquisas recentes utilizando técnicas de cultivo in vitro de graos e infusdo do

colmo com sacarose revelam que os niveis de acgucares no endosperma sao
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diretamente relacionados com o suprimento de sacarose e concomitante
desenvolvimento da atividade de invertase (BOYLE et al., 1991a e 1991b; FALEIROS et
al., 1996, BELOW et al., 2000). Nestas condigdes foi observado que a disponibilidade
excessiva de sacarose causou reducdo na atividade de invertase.

Experimentos em condicdes de campo baseados no desfolhamento como forma
de variacdo do suprimento de fotossintatos aos graos em desenvolvimento tém sido
realizados por diversos autores (DUNCAN et al. 1965; EGHAREVBA et al., 1976;
EDMEADES e LAFITTE, 1993; CIRILO e ANDRADE, 1994; SCHUSSLER e
WESTEGATE, 1995). Embora seja evidente que o desfolhamento afeta a produgao de
graos, nao esta clara a forma com que o metabolismo da planta reage frente a
diminuicdo da fonte de fotoassimilados ou a limitagdo do tamanho do dreno de
metabdlitos, sendo escassas as informagbdes na literatura (KINIRY et al., 1990),
especialmente envolvendo experimentos de campo.

Em funcdo do acima exposto e visando contribuir ao conhecimento de
metabolismo glicidico durante a fase reprodutiva da cultura do milho em condigbes de
campo foi desenvolvido este trabalho. Objetivou-se verificar quais sdo os reflexos da
alteragdo da proporcéao de folhas e graos, obtida por meio de desfolhamento e

polinizagao parcial, sobre o metabolismo glicidico de plantas de milho.

Material e Métodos

Conduziu-se experimento na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Unesp-Jaboticabal, utilizando-se o delineamento de blocos casualizados com quatro
repeticdes. Empregou-se o milho hibrido triplo superprecoce (Zea mays L., “Agromen
3050”), cultivado seguindo-se as recomendacdes de adubacgao, controle de pragas e
plantas daninhas, descritas por Raij (1985) e Fornasieri Filho (1992).

Os tratamentos foram constituidos por um testemunha (100 % de folhas e

graos), trés variagées do tamanho da fonte (0%, 33% e 66% de folhas) com 100% de
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graos, e trés variagdes no dreno (0%, 25% e 50% de graos) mantendo-se 100% de
folhas.

Dentre as plantas que receberam os tratamentos, foram escolhidas dez ao
acaso, e usando-se um bisturi retirou-se amostras da parte central da folha mais
proxima da espiga, eliminando-se a nervura. Seguindo as indicagdes de Singletary et
al. (1990), tal material foi imediatamente identificado e mergulhado em nitrogénio
liquido. As plantas foram transportadas para o laboratério, onde se obteve amostras de
colmo retirando-se porgbes dos internddios dos colmos adjacentes a espiga. As
amostras de graos foram constituidas de graos localizados no quarto médio superior da
espiga, segundo indicado por Singletary et al. (1990), sendo que nos graos foram
separados os endospermas retirando-se pericarpo e embrido. As amostras foram
liofilizadas até atingir peso constante, moidas em almofariz contendo nitrogénio liquido
e armazenadas em freezer (- 65 °C).

Os carboidratos soluveis (agucares redutores e sacarose) foram extraidos em
etanol 80%, sendo uma massa de aproximadamente 50 mg adicionada de 2,0 mL de
solugéo alcodlica e mantido em banho-maria a 60°C por 30 min, conforme Hendrix
(1993). Apds centrifugacéo a 1800 g durante 20 min o sobrenadante era coletado e o
processo repetido mais trés vezes. Para as amostras de folhas efetuou-se a
evaporagao do etanol para provocar a precipitacdo da clorofila. Os sobrenadantes
foram conjugados, o volume da solugdo completado para 14 mL, colocado em banho
de gelo p6 1 hora e novamente centrifugado.

Os teores de acgucares redutores foram determinados no sobrenandante através
da reagdo com DNSA (acido 3,5-dinitrosalicilico), com posterior determinagéo
espectrofotométrica a 520 nm (MILLER, 1959; FALEIROS et at., 1996). A sacarose foi
determinada pela reagao quantitativa com resorcinol e leitura espectrofotométrica a 520
nm, apos eliminagao da interferéncia dos monossacarideos fervendo-se a aliquota na
presenca de NaOH 0,2 M durante 10 min em banho-maria.

Para a determinacdo do conteudo de amido o residuo da centrifugagéo era
adicionado de 1 mL de KOH 0,2 N e fervido em banho-maria por 30 min. Apds ajustar o

pH com 0,2 mL de HAc 1 N era adicionado 1 mL de tampao HAc e submetido a
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incubacdo por 24 horas com 1 mL das solugdes contendo a-amilase (50 Ul mL™) e
amiloglicosidase (50 Ul mL™"), sendo o volume completado para 14 mL e centrifugado
por 20 min a 1800 g, sendo feita a determina¢do dos agucares redutores formados pelo
método do DNSA e os valores multiplicados por 0,9, obtendo-se o equivalente de
amido.

A extragdo das enzimas foi realizada de acordo com Singletary et al. (1990) e
Cazetta (1997). Uma massa de 50 mg de amostra liofilizada foi submetida ao
homogeneizador tipo Turrax, por 30 segundos, a 4° C, em 1 mL de tamp&o extrator
HEPES (acido N-2-hidroximetilpiperazina- N’-2-etanossulfénico) 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 5 mM e DTT (Ditiotreitol) 1 mM, centrifugada em centrifuga refrigerada
(20.000 g, 4° C, 20 minutos), sendo o sobrenadante utilizado para determinagdo da
atividade da invertase soluvel e o residuo (pellet) reservado para extragcdo e
determinacao da invertase ligada.

Para a determinacao da atividade da invertase soluvel o extrato enzimatico foi
dialisado com tampao HEPES 10 mM, pH 7,2, contendo MgCl, 5 mM e DTT 1 mM em
tubos de didlise “Spectrapor 4”, durante 24 horas a 4° C. Uma aliquota do extrato
dialisado foi misturada ao meio reacional contendo tampao acetato 200 mM, pH 5,0 e
sacarose 10 mM, a 30° C (DOEHLERT e FELKER, 1987). A reacao foi interrompida
apos 20 minutos pela adigdo de DNSA e os agucares redutores determinados segundo
Miller (1959).

Os precipitados resultantes da extracdo com tampdo HEPES 50 mM foram
extraidos por 3 min a 4° C com o mesmo tampao contendo NaCl 1 M. Apds
centrifugagéo (20.000 g, 20 minutos) uma aliquota do sobrenadante foi imediatamente
submetida a determinacdo da atividade da invertase ligada, seguindo o mesmo
procedimento usado para a invertase soluvel (DOEHLERT e FELKER, 1987;
FALEIROS et al., 1996).

A atividade da sacarose sintetase foi determinada de acordo com indicacdes de
Doehlert et al. (1988), utilizando-se uma aliquota do extrato dialisado, que foi incubada
em meio contendo tampao MES (acido 2-(N-morfolino)-etanossulfénico) 80 mM, pH 6,0,

sacarose 300 mM e UDP (uridina difosfato) 10 mM, a 30° C. A reacéo foi interrompida
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apo6s 20 minutos através da adicdo de DNSA, determinando-se os acgucares redutores
formados conforme Miller (1959).
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey, de acordo com Banzatto e Kronka (1989).

Resultados e Discussao

Metabodlitos

Nas plantas com menor proporg¢ao de grédos houve aumento na concentragao de
acucares redutores nas folhas com o decorrer do tempo (Figura 1). Aos 30 d.a.p. as
plantas com 0% de gréos apresentaram maior concentragcao de agucares redutores nas
folhas comparativamente a do testemunha.

A concentracdo de sacarose nas folhas aumentou entre 10 e 20 d.a.p. para
todos os tratamentos (Figural). Aos 30 d.a.p. os tratamentos de desfolha tiveram
resultados semelhantes ao testemunha quanto a concentragdo de sacarose, e nesta
época, quanto mais intensa a redug¢do do numero de graos maior o acumulo de
sacarose nas folhas.

Para as plantas com 0% e 33% de grédos, o conteudo de amido nas folhas
aumentou até os 30 d.a.p., ao passo que as plantas dos demais tratamentos
apresentaram aumento até 20 d.a.p. e diminuigao a partir de entdo (Figura 1). Aos 20
d.a.p. observou-se nas plantas com 33% e 66% de folhas tiveram menores conteudos
de amido nas folhas do que as com 0% e 25% de graos, porém em relagdo a
testemunha néo houve efeito significativo da desfolha. Aos 30 d.a.p. observou-se que
quanto menor a proporgao de graos na espiga maior o conteudo de amido no tecido

foliar.
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A concentragcao de acgucares redutores nos colmos diminuiu com o tempo e foi
observada tendéncia dos tratamentos de desfolha e testemunha em apresentar maior
concentracdo de agucares redutores nos colmos do que os de reducido do numero de
graos (Figura 2).

Aos 10 d.a.p. as plantas com 0% e 33% de folhas tiveram menor concentragao
de sacarose nos colmos do que a do testemunha, e observou-se tendéncia de maior
concentragdo de sacarose nos colmos das plantas com menor numero de graos. Aos
30 d.a.p. as plantas com menor numero de folhas apresentaram menor concentracio
de sacarose nos colmos, ao passo que plantas com 0% e 25% de grdos acumularam
mais sacarose do que o testemunha (Figura 2).

Até os 20 d.a.p. ndo houve diferengca entre as plantas sob os diferentes
tratamentos quanto a concentracdo de amido nos colmos. Plantas sem graos
apresentaram tendéncia de maior conteudo de amido nos colmos aos 30 d.a.p.
comparativamente ao testemunha (Figura 2).

Aos 10 d.a.p. a concentracdo de acucares redutores nos endospermas foi
ligeiramente maior para os tratamentos de desfolha. Plantas sem folhas apresentaram
maior concentragdo de acgucares redutores nos endospermas até aos 20 d.a.p.
comparado aos demais tratamentos, que por sua vez tiveram concentracdes
semelhantes. Houve reducdo da concentracdo de acgucares redutores nos
endospermas com o decorrer do tempo, principalmente entre 10 e 20 d.a.p. (Figura 3).

A concentragdo de sacarose nos endospermas foi menor aos 10 e 20 d.a.p.
somente em fung¢ao do desfolhamento total (Figura 3). Neste periodo, que coincide com
a fase de crescimento linear e com o rapido aumento do teor de amido no endosperma,
a concentragao de sacarose nos endospermas diminuiu significativamente e a partir de
entdo as reducgdes nao foram significativas. Em plantas com menores propor¢des de
graos (25% e 50%) nao foi observado aumento da concentracdo de sacarose no

endosperma.
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Este resultado difere do obtido por Cazetta et al. (1999), que verificaram maior
concentracdo de sacarose no endosperma como resultado do aumento na
concentragdo de sacarose no meio de cultivo de gréos in vitro. A inibicdo da
fotossintese pelo aumento da concentragcdo de sacarose nas folhas relatada por
Neuhaus et al. (1990) ndo pode ser a razao destes resultados devido ao aumento da
concentracao de sacarose, causada pela redugcao da proporgéo de graos por espiga,
observado tanto nas folhas como nos colmos (Figuras 1 e 2). Uma possivel explicagao
para estes comportamentos diferentes é a absorgdo de sacarose intacta pelo grao
cultivado in vitro.

Plantas com desfolhamento total apresentaram baixa formagao de amido nos
graos, mas nao foram observadas diferengas entre os tratamentos aos 10 d.a.p. quanto
ao conteudo de amido nos endospermas. Aos 20 e 30 d.a.p. os tratamentos de desfolha
nao se diferenciaram da testemunha, ao passo que os de redugdao do numero de graos
proporcionaram menor conteudo de amido nos graos, contrariando a expectativa de
que o aumento do suprimento de sacarose por unidade de graos promovesse maior

conteudo de amido (Figura 3).

Atividade Enzimatica

A atividade da invertase soluvel encontrada nas folhas quando as plantas
encontravam-se em pleno florescimento foi menor do que aos 10 e 20 d.a.p. (Figura 4).
Apesar de nao haver diferencga significativa em fungdo dos tratamentos de desfolha e
reducdo do tamanho do dreno, observa-se menor atividade aos 20 d.a.p. indicando
tendéncia de queda a partir deste periodo.

A atividade de invertase nas folhas de milho foi em fungao principalmente da
forma soluvel, com maior atividade do que a forma ligada. A atividade da invertase
ligada teve comportamento similar a soluvel, apresentando pico aos 10 d.a.p. Nao foi
observado efeito significativo da alteragdo das propor¢des de folhas e graos sobre a

atividade de invertase.
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Exceto para plantas com 25% de gréos, a atividade da invertase soluvel nos
colmos foi maior aos 10 d.a.p. do que na data de polinizagdo (Figura 5). Os tratamentos
de 0% e 66% de folhas induziram maior atividade em relagédo aos demais aos 10 d.a.p.
A atividade da invertase ligada aumentou entre 0 e 10 d.a.p., quando os niveis de 33%,
66% e o tratamento testemunha induziram maior atividade do que a observada em
plantas com 0% de folhas e de todos os tratamentos de redu¢do do numero de gréos.
Aos 20 d.a.p. a atividade foi semelhante para todos os tratamentos, e nas plantas com

33% e 66% de folhas e testemunha houve diminuigdo em relagéo a 10 d.a.p.
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Nos endospermas as atividades da sacarose sintetase e invertase soluvel foram
maiores aos 10 d.a.p., a partir de quando diminuiu (Figura 6). Nao foram observadas
diferencas significativas em fungédo dos tratamentos de desfolha parcial e redugdo do
numero de graos, ao passo que a desfolha total induziu redu¢do na atividade aos 10

d.a.p. A invertase ligada teve pico de atividade nos endospermas aos 20 d.a.p.
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Os resultados das atividades enzimaticas estdo de acordo com os encontrados
por Sturm e Chrispeels (1990). Estes autores cultivaram uma suspensao de células de
cenoura para verificar a regulagdo pelo substrato (sacarose) ou pelos produtos da
clivagem (glicose e frutose), e observaram que a expresséo e a atividade enzimatica de
invertase parecem nao ser regulada pelo substrato ou produtos. Por outro lado, Cazetta
et al. (1999) verificaram reducéo da atividade de invertase soluvel nos endospermas de
graos cultivados in vitro com excesso de sacarose e no presente trabalho mesmo
havendo aumento na concentragcdo de sacarose no endosperma (Figura 3) a atividade

de invertase nao foi influenciada.

CONCLUSOES

e O desfolhamento e a polinizagdo parcial ndo afetaram a concentragdo de
acucares redutores e sacarose nos endospermas, e agucares redutores nos
colmos;

e A concentragdo de amido nos endospermas nao foi afetada pela reducao do
numero de folhas;

¢ A desfolha proporcionou menor concentragao de sacarose nos colmos;

¢ A redugédo do numero de graos provocou acumulo de sacarose nos colmos;

¢ Plantas sem gréos tiveram acumulo de amido nos colmos;

¢ A concentragdo de amido no caule nao foi afetada pela desfolha;

e A reducdo do numero de grados acarretou acumulo de agucares redutores,
sacarose e amido nas folhas;

¢ A desfolha nao afetou a concentragcdo de amido nas folhas.

e As atividades enzimaticas no endosperma dos grdos e nas folhas ndo foram
afetadas pela alteragéao da proporgao de folhas e graos.

e A atividade de invertase nas folhas foi maior para a forma soluvel.
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CAPITULO 4 — Implicagbes

O milho é o principal cereal cultivado no Brasil e a segunda cultura em termos de
producdo, sendo inferior somente a cultura da soja. O produto € empregado em
diferentes formas na alimentacdo humana e na industria, mas em grande parte é
transformado em carne e leite destinando-se a alimentagdo principalmente de aves,
suinos e bovinos leiteiros, como fonte de energia e proteina. Sua importancia é
destacada também pela producéo insuficiente de produtos substitutos, como o sorgo e
a nivel internacional o trigo e o arroz.

A despeito da importadncia da cultura, os efeitos dos fatores que limitam a
producdo de fotoassimilados sobre o metabolismo de carboidratos s&o ainda pouco
conhecidos, principalmente no tocante a estudos desenvolvidos em ambito nacional.

A produtividade brasileira enfrenta as barreiras climaticas e ambientais,
destacando-se as deficiéncias hidricas e o comprimento do dia, que limitam a producao
de fotoassimilados e, portanto, o potencial produtivo.

Dada esta condicdo, despertou-se o interesse pelo assunto e foi desenvolvido
esse trabalho buscando verificar os efeitos da variagdo no suprimento de
fotoassimilados sobre as principais caracteristicas produtivas; a distribuicdo de matéria
seca, as concentracdes de metabdlitos e atividades enzimaticas nas folhas, colmo e
graos. Para tanto, foi desenvolvido um experimento preliminar para averiguar a
metodologia de implantagdo dos tratamentos, o qual forneceu pratica e informagdes
basicas para o experimento principal.

Observou-se que o hibrido triplo “Agromen 3050” ndo remobilizou carboidratos
acumulados nas folhas e nos colmos para os graos quando submetido a desfolha total,
pois ndo houve crescimento da espiga e produgcdo de graos. Este tratamento foi
incluido porque o hibrido simples “Agromen 3150” produziu uma certa quantidade de
graos no experimento preliminar. Dai destaca-se a hipotese da existéncia de
variabilidade de resposta as condi¢des que restringem o suprimento de fotoassimilados,
como reducdo da radiagdo solar, deficiéncia hidrica, deficiéncias nutricionais,

sombreamento e desfolha, entre diferentes materiais genéticos. Os mecanismos
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fisioldgicos desempenhados pelas plantas na remobilizacdo de reservas também
poderiam constituir objeto de estudo. Seria interessante também verificar a existéncia
de materiais capazes de compensar a redu¢cdo do numero de graos, via polinizagéo
controlada, através do aumento do peso médio dos graos remanescentes.

Plantas com menos folhas apresentaram forte redugdo do numero de graos e
consequentemente da produgdo, mas o peso médio dos grdos remanescentes foi
pouco alterado. Isto comprova que o abortamento de gréos é o principal fator limitante
da producédo e que existe um limite para o crescimento individual do gréo. Por outro
lado, também a polinizagado parcial ndo alterou o peso médio dos graos, mas seria
interessante verificar se ndo ha material genético com capacidade para compensar,
pelo menos em parte, a redugdo do numero de grao pelo aumento do peso médio.

Nao foi observada alteragcdo significativa da atividade enzimatica nos graos
amostrados em fungdao dos tratamentos. Por isso, descricbes sobre a ordem de
desenvolvimento de estigmas e graos na espiga necessitam ser verificadas juntamente
com a movimentagao de fotoassimilados ao longo do sabugo e o nivel de suprimento
disponivel aos graos ao longo da espiga.

Outras informagdes como as respostas imediatas e as ocorrentes na fase de
crescimento rapido sobre os conteudos de sacarose e amido nas folhas fonte, no colmo
e no dreno, especialmente no sabugo ou em graos da ponta sujeitos ao abortamento
em plantas submetidas a desfolha, também favoreceriam o entendimento do processo
de abortamento. Nesse sentido foi observado ser necessaria a presenga de graos para
haver acumulo de matéria seca no sabugo.

A anadlise de gréos ja estabelecidos aos quais o suprimento de fotoassimilados
foi restringido poderia informar quais sdo as possiveis chaves que controlam o
abortamento.

Considerando-se a possibilidade de diferentes isoenzimas atuarem em
condicdes de falta e excesso no fornecimento de fotoassimilados seria interessante a
determinacao eletroforética destas isoformas. Para isso, porém, € imprescindivel checar

se a desfolha afeta a espiga como um todo ou de forma crescente em dire¢géo a ponta,
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e se 0s graos nela localizados tiveram concentracbdes deficientes de fotoassimilados
quando da expressao génica.

Além dos metabdlitos, notadamente a sacarose, € possivel que outras
substancias atuem na comunicacdo entre fonte e dreno, havendo necessidade de se

verificar o envolvimento de fitorménios no processo de abortamento.



APENDICES

41



APENDICE A. Concentragbes de metabodlitos nas folhas.
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Resultados das analises estatisticas das concentragcbes de metabdlitos nas folhas de
plantas de milho submetidas a desfolhamento e redugcdo do numero de estigmas
polinizados, expressas em mM por g de matéria seca de tecido.

Proporgdes de folhas e graos

Aval 33/100 66/100 100/100 100/50 100/25 100/0
val.
Acucares redutores
2 dap 0,079 Aa 0,089 ABa 0,079 Aa 0,087 Ba 0,084 Ba 0,088 Ba
10dap 0,065 Aa 0,073 ABa 0,071 Aa 0,079 Ba 0,084 Ba 0,066 Ba
20dap 0,063 Aab 0,061 Bab 0,063 Aab 0,047 Cb 0,074 Bab 0,082 Ba
30dap 0,091 Acd 0,092 Acd 0,084 Ad 0,117 Ac 0,166 Ab 0,218 Aa
Sacarose
2 dap 0,093 Ba 0,094 Ca 0,099 BCa 0,094 Ba 0,100 Ca 0,089 Ca
10dap 0,065 Ba 0,076 Ca 0,072 Ca 0,070 Ba 0,085 Ca 0,076 Ca
20dap 0,140 Aa 0,156 Aa 0,149 Aa 0,150 Aa 0,153 Ba 0,164 Ba
30dap 0,122 Ad 0,124 Bd 0,127 ABd 0,164 Ac 0,225 Ab 0,280 Aa
Amido

2 dap 0,242 Ba 0,252 Ba 0,244 Ba 0,249 Ca 0,256 Ba 0,254 Ca
10dap 0,305Ba 0,287 Ba 0,297 Ba 0,296 Ca 0,323 Ba 0,312 Ca
20dap 0,533 Ab 0,538 Ab 0,572 Aab 0,582 Aab 0,626 Aa 0,648 Ba
30dap 0,317 Bd 0,323 Bd 0,311 Bd 0,494 Bc 0,619 Ab 0,795 Aa

Letras diferentes mailsculas na linha e mindsculas na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.
Acucares redutores: C.V.% = 15,73 (tratamentos) e 17,98 (épocas).

Sacarose: C.V.% =

13,82 (tratamentos) e 12,32 (épocas).
Amido: C.V.% = 8,63 (tratamentos) e 10,55 (épocas).
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APENDICE B. Concentragdes de metabdlitos nos colmos.

Resultados das analises estatisticas das concentragdes de metabdlitos nos colmos de
plantas de milho submetidas a desfolhamento e redugdo do numero de estigmas
polinizados, expressas em mM por g de matéria seca de tecido.

Proporgées de folhas e graos

Aval 0/100 33/100 66/100 100/100  100/50 100/25 100/0
val.

Acucares redutores
Odap 1,343 1,158 1,196 1,307 1,122 1,151 1,35
10 dap 0,629 0,743 0,731 0,753 0,713 0,65 0,692
20 dap 0,425 0,627 0,654 0,584 0,458 0,384 0,383
30 dap 0,31 0,316 0,311 0,368 0,274 0,188 0,179

Sacarose

Odap 0,332Ba 0,334 Ca 0,361Ca 0,326 Da 0,362Ca 0,328Ca 0,328 Ca

10 dap 0,395 Bc
20 dap 0,367 Bd
30 dap 0,625 A

0,482 Bbc 0,535 Bab
0,429 BCcd 0,505 Bbc

0,618 A

0,666 A

0,644 Ba 0,604Ba 0,648Ba 0,592 Bab
0,518 Cabc0,528 Babc 0,605 Bab 0,649 Ba
0,875 Ab 0,979 Aab 1,019 Aa 1,064 Aa

Amido

Odap 0,430 Aa
10 dap 0,383 Aa
20 dap 0,389 Aa
30 dap 0,369 Ab

0,505 Aa
0,392 Aa
0,407 Aa
0,392 Ab

0,525 Aa
0,381 Ba
0,379 Ba
0,361 Bb

0,475 Aa 0,556 Aa 0,519 Aa 0,456 Aba
0,379 Aa 0,370Ba 0,364 Ba 0,403 Ba
0,374 Aa 0,408Ba 0,441 Aa 0,462 Aba
0,337 Ab 0,355Bb 0,483 Abab 0,555 Aa

Letras diferentes

maiusculas na linha e mindsculas na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

Sacarose: C.V.% = 11,36 (tratamentos) e 11,26 (épocas).

Amido: C.V.% = 15,72 (tratamentos) e 14,95 (épocas).
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APENDICE C. Concentracdes de metabdlitos nos endospermas.

Resultados das analises estatisticas das concentragées de metabdlitos nos endospermas
de graos de plantas de milho submetidas a desfolnamento e reducdo do numero de
estigmas polinizados, expressas em mM por g de matéria seca de tecido.
Proporgdes de folhas e graos
0/100 33/100 66/100 100/100 100/50 100/25

Avaliacao
Acucares redutores

10 dap 1,484 Aa  1,335Aab 1,314Aab 1,270Ab 1,231 Ab 1,203 Ab
20 dap 0,388Ba 0,098Bb 0,089Bb 0,091Bb 0,091Bb 0,092 Bb
30 dap 0,051 Ca 0,035Ba 0,030Ba 0,030Ba 0,033Ba 0,031 Ba

Sacarose

10 dap 0,202Ab 0,595Aa 0,564Aa 0518Aa 0,563 Aa 0,548 Aa
20 dap 0,063Bb 0,1771Ba 0,167Ba 0,164Ba 0,176 Ba 0,157 Ba
30 dap 0,030Ba 0,083Ca 0,092Ba 0,108Ba 0,094Ca 0,114 Ba

Amido

10 dap 0,039Ba 0,040Ca 0,040Ca 0,036Ca 0,046Ca 0,043 Ca
20 dap 0,361 Ac 4,378Ba 4,573Ba 4,540Ba 4,050Bb 4,117 Bb

30 dap 0,418 Ad 5,283 Aab 5,300 Aa 5,197 Aab 5,053 Abc 4,847 Ac
Letras diferentes maildsculas na linha e minusculas na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

Acucares redutores: C.V.% = 20,02 (tratamentos) e 16,93 (épocas).

Sacarose: C.V.% = 17,16 (tratamentos) e 18,79 (épocas).

Amido: C.V.% = 3,93 (tratamentos) e 4,37 (épocas).
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APENDICE D. Atividade enzimatica nas folhas.

Resultados das analises estatisticas das atividades enzimaticas de invertase soluvel e
ligada nas folhas, expressa em pumol de glicose formada por minuto por g de matéria seca
de tecido.

Proporgdes de folhas e graos
33/100 66/100 100/100 100/50 100/25 100/0

Avaliacao

Invertase soluvel
2dap 1,528 1,484 1,419 1,415 1,362 1,404
10dap 2,430 2,070 2,410 2,256 2,577 2,346
20 dap 2,353 1,999 2,249 2,252 2,068 1,946

Invertase ligada

2dap 0,547 B 0,586 B 0,686 B 0,484 B 0,538 B 0,444 B
10 dap 0,900 A 0,712 A 0,975 A 0,727 A 0,889 A 0,842 A
20dap 0,480 B 0,497 B 0,600 B 0,594 B 0,511 B 0,560 B

Letras diferentes mailsculas na linha e mindsculas na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

Invertase soluvel: C.V.% = 10,82 (tratamentos) e 14,01 (épocas).

Invertase ligada: C.V.% = 24,65 (tratamentos) e 28,04 (épocas).
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Resultados das analises estatisticas das atividades enzimaticas de invertase soluvel e
ligada nos colmos, expressa em umol de glicose formada por minuto por g de matéria

seca de tecido.

Proporgdes de folhas e graos

~_ 0/100 33/100 66/100 100/100  100/50 100/25 100/0
Avaliacao
Invertase soluvel
2dap 1,413 1,497 1,299 1,283 1,355 1,537 1,486
10dap 1,753 1,486 1,723 1,600 1,555 1,305 1,593
20dap 1,587 1,619 1,550 1,482 1,243 1,724 1,537
Invertase ligada
2dap 0,168B 0,156B 0,191B 0,164B 0,110B 0,186 B 0,241 B
10dap 1,971A 3,116 A 3,003A 3,313A 2,158A 2267A 2,314A
20dap 1,793 A 1619A 1747A 1830A 1855A 2027A 1,738A

Letras diferentes mailsculas na linha e mindsculas na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

Invertase soluvel: C.V.% = 11,23 (tratamentos) e 16,54 (épocas).
Invertase ligada: C.V.% = 28,62 (tratamentos) e 30,12 (épocas).
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Resultados das analises estatisticas das atividades enzimaticas de invertase soluvel e
ligada nos endospermas, expressa em umol de glicose formada por minuto por g de

matéria seca de tecido.

Proporgdes de folhas e graos

) 0/100 33/100 66/100 100/100 100/50 100/25
Avaliacao
Invertase soluvel
10dap 6,801 Ac 14,005 Aa 10,705 Ab 12,335 Aab 15,167 Aa 14,274 Aa
20dap 2,375Ba 1,340 Ba 1,164 Ba 0,610 Ba 1,872 Ba 1,203 Ba
30dap 5,821 Aa 3,369 Ba 2,997 Ba 3,251 Ba 3,486 Ba 2,859 Ba
Invertase ligada
10dap 0,547 B 0,586 B 0,444 B 0,686 B 0,484 B 0,538 B
20dap 0,900 A 0,712 A 0,842 A 0,975 A 0,727 A 0,889 A
30dap 0,480B 0,497 B 0,560 B 0,600 B 0,594 B 0,511 B
Sacarose sintetase
10dap 5,983 A 6,818 A 6,179 A 7,575 A 4,222 A 6,327 A
20dap 1,230B 1,511 B 1,336 B 1,382 B 1,294 B 1,283 B
30dap 0,891B 1,385 B 1,399 B 1,411 B 1,492 B 1,438 B

Letras diferentes maildsculas na linha e minusculas na coluna indicam diferenca

significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1%.

Invertase soluvel: C.V.% = 22,08 (tratamentos) e 29,34 (épocas).

Invertase ligada: C.V.% = 22,15 (tratamentos) e 42,27 (épocas).

Sacarose sintetase: C.V.% = 35,29 (tratamentos) e 36,46 (épocas).
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