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Vencido mas nio derrotado

Faz parte da vida, perder. E o jogo. E olha que a’; vida é um jogo muito
dificil. )

S6 que perder ndo significa necessariamente que vocé aceitou a derrota.
Pode ser o contrario, que vocé esta adquirindo os conhecimentos para buscar
novamente outras vitorias. ! ‘

Porque perder ndo € o pior; pior é ndo entender que vocé foi vencido, é
ndo aproveitar todas as ligSes do aprendizado que isso proporciona.

Muitas vezes a derrota é mais rica em ensmamentog do que a vitoria.

Porque ela educa, ela mostra, ela provoca, ela incorfjloda...

A vitoria ndo, ela embriaga, envaidece, extasia, ilude...

Por isso as ligdes da derrota sio perenes e a euforia das vitdrias
passageiras.

Quando vocé consegue enriquecer de verdade cox?n tudo aquilo que os
revezes lhe propiciam, sua base de conhecimento para vencer constantemente é
sempre maior do que a daqueles que, tendo vencido, perdem tempo precioso nas
comemoragdes. Se a vida lhe reservar alguma derrota, com(}more.

Vocé pode estar recebendo um empurrdo daquele% para se transformar
num vitorioso de verdade.

E aproveite para se deliciar com a ilusdo de quem acabou de vencer,
porque a situacfo nio demora, vai se inverter... |
Pode acreditar nisso, faz parte da vida, perder. "

Agora transformar isso em vitéria é s6 para queni esta disposto a ser

vencido, mas nunca se sente derrotado...

Celso Machado
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RESUMO

IMOLESI, Anderson Santos. Efeito da adubagio ml:rogenada na qualidade
fisiologica, em caracteristicas morfo-agrondmicas e nos padrdes eletroforéticos
de proteinas e isoenzimas de sementes de mitho. Lavras-MG, UFLA, 1999, 57p.
(Dissertagio - Mestrado em Fitotecnia)”.

. Este trabalho teve como objetivo, verificar a influéncia de diferentes
doses de nitrogénio, aplicadas durante o desenvolvimento da cultura do milho,
sobre a qualidade fisiologica das sementes e nos marcadores morfo-agronémicos
e bioquimicos de proteinas e isoenzimas de sementes de mllho Foram utilizadas
sementes de cinco linhagens e de trés hibridos, provementes do programa de
methoramento de milho da Universidade Federal de Lavras, UFLA, produzidas
sob trés doses de nitrogénio, 0, 60 e 120 kg de N/ha. A a\ralxac;ao da qualidade
fisiologica foi realizada no Laboratério de Anilise de Sementes da UFLA,
através do teste de germinagdo e testes de vigor. As caracteristicas morfo-
agrondmicas foram avaliadas em todo o ciclo da cultura, e os marcadores
bioquimicos foram avaliados através da eletroforese de proteina total, da fragio
zeina e da fragio nio-zeina, e das isoenzimas catalase, esterase e malato
desidrogenase. Os resultados permitiram concluir que as cultivares responderam
diferentemente, as diferentes doses de nitrogénio, quanto & qualidade fisiolégica
das sementes. Para algumas cultivares, com o aumento da 'aduba@o nitrogenada
houve uma redugio no vigor das sementes e aumento do mimero de plantulas
anormais. Houve influéncia do nitrogénio sobre o nimero de foliolos expostos
das plantulas a data de florescimento das plantas, a altura c’las plantas e insergdo
da pnmeua espiga. O padrio das protemas totais, da: fragio zeina e das
isoenzimas esterase e malato desidrogenase nio foram alte;ados com o aumento
da adubagdo nitrogenada, indicando ser seguras para a certifica¢do da pureza
genética e na identificacdo de cultivares. Os padrdes da isqenzima catalase ¢ da
fra¢do ndo-zeina foram alterados em fungio da adubagdo nii{rogenada.
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*Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Vpn Pinho - UFLA
(Orientadora), Dr. Renzo Garcia Von Pinho - UFLA e Dra. Maria das
Gracas Guimardes Carvalho Vieira - UFLA.




ABSTRACT

EFFECT OF NITROGEN FERTILIZATIOD‘I ON THE
PHYSIOLOGICAL QUALITY AND MORPHO-AGRONOMIC
CHARACTERISTIC AND ELECTROPHORESIS PATTERNS OF
PROTEIN AND ISOENZIME OF CORN FEEDS

IMOLESI, Anderson Santos Effect of Nitrogen ifertilization on the
physiological quality and morpho-agronomic ' characteristic and
electrophoresis pattems of protein and isoenzime of com seeds. Lavras -MG,
UFLA, 1999, 57p. (Dissertation - Master Program in Crop Science)

This work was designed to verify the influence of different doses of
nitrogen applied during the development of com crop, ugon the physiological
quality of seeds, the morpho-agronomic characteristic and biochemical markers
of proteins and isoenzymes of corn seeds. Seeds of five lines and three hybrids
coming from a corn breeding program of the Universidade Federal de Lavras,
UFLA, produced under three doses of nitrogen 0, 60 and 120 kg of N/ha were
utilized. The evaluation of the physiological quality was p*"oceeded in the Seed
Analysis Laboratory at the UFLA through the germination test and vigor test.
The morphological characteristic we evaluated in all the cycle of the crop and
the biochemical markers ones were evaluated trough the eletrophoresis of total
protein, zein fraction and non-zein fraction and of the i’ﬁoenzymes catalase,
esterase and malate dehydrogenase were evaluated. The results enabled to
~ conclude that the cultivars responded differently to the do#es of nitrogen as to
- the physiological quality of seeds. To some cultivars, with increasing nitrogen
fertilization there was a reduction in the seed vigor and increased number of
abnormal plants. There was influence of nitrogen upon the number of exposed
leaflets of the seedlings, the blooming date of the plants , plant height and
- insertion of the first ear. The pattern of total proteins, of the! zein fraction and of

the isoenzymes esterase and malate dehydrogenase were not changed with the
* increase of nitrogen fertilization, indicating to be safe to|the certification of
genetic purity and for identification of cultivars. The pattems of isoenzyne
catalase and of the fraction non-zein were altered in|terms of nitrogen
fertilization . :

|

“Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pihho - UFLA (Major
Professor), Dr. Renzo Garcia Von Pinho - A and Dra. Maria
das Gragas Guimaries Carvalho Vieira - UFLAT
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1- INTRODUCAO GERAL ];
!

No sistema de produgio de sementes de milho, ha p{eocupat;ao por parte

© das empresas em monitorar todas as fases do processo pl’Pdl.lthO por meio de

programas de controle de qualidade. Esses programas consx.;;em em uma série de

atividades que buscam assegurar a qualidade das sementes, através de padrdes
estabelecidos, proporcionando beneficios a todos os segment@s
. A manutengio da pureza genética é prioridade nos s'stemas de produgio,
- sendo um fator importante para o sucesso da cultura com reflexos diretos na
- produtividade, uniformidade das plantas, na resisténcia 3 mo!estlas precocidade e
qualidade final do produto. A certificagiio da pureza gmeqa € realizada pelas
instituicoes produtoras de sementes dentro dos progran}as de controle de
qualidade, principalmente, através de marcadores morfoléglcos de sementes,
plantulas e plantas adultas. Porém, a utilizagio desses marcadores apresenta
~ limitagBes, como a influéncia de fatores ambientais e cmd:qc")[es de solo, podendg
- ser de pouca precisdo, além de exigir muito tempo para ?s avaliaces. Para
superar essas limitagdes, técnicas eletroforéticas tém sido elhpregadas, tanto na
certificaciio da pureza genética como na identificacio de cultivares de milho.
Eletroforese de proteinas e isoenzimas podem ser utilizadas por
proporcionarem maior precisio e rapidez. A identiﬁcat;a?'ofide cultivares e a
certificacio da pureza genética t8m sido realizadas com base nos perfis
isoenzimiticos dos coleoptilos e de proteinas, como a zeina, extraida de sementes.
No entanto, alguns fatores podem interferir nos padrc')eis de proteinas e
isoenzimas, a exemplo da presenga de microrganismos assoéiados as sementes,
nivel de deterioragio das mesmas e adubagiio empregada, entre outros.
,_ Sabe-se que o nitrogénio pode interferir no teor de protieina e na qualidade } . 4
fisiologica das sementes de milho, j4 a sintese das zeinas pare%@e ser influenciada

|



pela adubagio nitrogenada desenvolvimento (Tsai, Huber e Warren, 1980), o que
comprometeria a utilizacgio da zeina como marcador molecular para a
identificacio de cultivares e certificagio da pureza. O nitrogénio pode afetarﬂ'
ainda a qualidade fisiologica das sementes, uma vez que esse nutriente esta ligado)
a producdo de proteinas, que sdo fonte de energia das sementes para o)
desenvolvimento do embriio. No entanto, os resultados até o momento sioJ
poucos e inconsistentes, necessitando assim de mais estudos. —
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia
de diferentes doses de nitrogénio, aplicadas durante o desenvolvimento da planta
de mitho sobre os padrdes de proteinas totais, zeinas e nio-zeinas e isoenzimas de
sementes, bem como, nos marcadores morfo-agrondmicos em plantulas e plantas

adultas de mitho, assim como na qualidade fisiologica das sementes.



CAPITULO 1

INFLUENCIA DA ADUBACAO NITROGENADA NA QUALIDADE
FISIOLOGICA DAS SEMENTES DE MILHO

1- RESUMO |
IMOLESI, Anderson Santos. Influéncia da adubagdo nitrogenada na qualidade
fisiologica das sementes de milho. Lavras-MG, UFLA, 1999, 57p.
(Disserta¢do - Mestrado em Fitotecnia). i
Empresas produtoras de sementes tém monitoradé todas as fases do
processo produtivo das sementes buscando fomecer ao mercado um produto com
alta qualidade. Um dos aspectos que vem recebendo atengdio especial por parte
das empresas produtoras de sementes é o controle da quafldade fisiologica das
sementes. Um dos fatores que parece influenciar a qua dade fisiologica das
sementes, ¢ a adubagdo mtrogenada utilizada durante a pro ucao No entanto, os
trabalhos existentes nessa area s3o poucos e os resultados inconsistentes. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo, verificar o eferto da adubacgdo
nitrogenada, aplicada durante a produ¢io das sementes; sobre a qualidade
fisiolégica das sementes. Sementes de cinco linhagens je de trés hibridos,
provenientes do programa de melhoramento de milho da Universidade Federal de
Lavras, UFLA, foram produzidas na drea experimental da UFLA, sob trés doses
de nitrogénio, 0, 60 e 120 kg de N/ha. A avaliagio da qualidade fisiolégica foi
realizada no Laboratorio de Analise de Sementes da UFLA; através do teste de
germinagio e testes de envelhecimento acelerado, de frio, condutividade elétrica,
emergéncia em canteiro e velocidade de emergéncia. Os rysu]tados permitiram
concluir que os materiais genéticos respondem diferentemente & diferentes doses
de nitrogénio, quanto & qualidade fisiologica das sementes; paxa alguns materiais,
o aumento da adubacZo nitrogenada propicia uma redu¢do no vigor das sementes
€ 0 aumento do numero de plantulas anormais.



CHAPTER 1

INFLUENCE OF NITROGEN FERTILIZATION ON THE
PHYSIOLOGICAL QUALITY OF CORN SEEDS.

2- ABSTRACT

IMOLESI, Anderson Santos. Influence of nitrogen fertilization on the physiological
quality of corn seeds. Lavras MG, UFLA, 1999, 57p. (Dissertation - Master
Program in Crop Science)

Seed-producing enterprises have monitored all the phases of the produtive
process of seeds seeking to fumnish to the market a high quality product. One of
the aspects which has, been receveing special attention on the part of the seed-
producing enterprises is the control of the physiological quality of seeds. One of
the factors which seems to influence the physiological quality of seeds is nitrogen
fertilization utilized during production. Nevertheless, the works existing in that
area are few and the results inconsistent, this work aimed to verify the effect of
nitrogen fertilization applied during seed production , on the physiological quality
of seeds. Seeds of five lines and of three hybrids coming from the com breeding
program of the Universidade Federal de Lavras, UFLA, were produced in the
experimental area at the UFLA, under three doses of nitrogen, 0, 60 and 120 kg
of N/ha . The evaluation of the physiological quality was proceeded in the UFLA
Seed Analysis Laboratory through the germination test and vigor test. The results
allowed to conclude that the genetic material responded differently as to the
physiological quality of the seeds. To some material, the increase of nitrogen
fertilization provided a reduced vigor of the seeds and an increase of the number
of abnormal seedlings



3- INTRODUCAO

Com a demanda crescente de sementes de alta qualidade, para o
estabelecimento de uma agricultura mais produtiva e sustentavel, cresce também
o monitoramento de cada fase do processo produtivo de sementes.

A qualidade da semente, caracterizada pelos aspectos genéticos, fisicos,
sanitarios e fisiolégicos, ¢ de fundamental importancia no processo de producio de
qualquer especie vegetal, influenciando o desenvolvimento da cultura. A qualidade
fisiologica das sementes compreende um conjunto de atributos que indicam a
capacidade da semente de desempenhar suas fungdes vitais, sendo caracterizada pelo
poder germinativo, vigor e longevidade (Fomasieri Filho, 1992).

Varios sdo os fatores que afetam a qualidade fisiologica das sementes de
milho, dentre eles, merece destaque a interferéncia de nutrientes aplicados via
adubagdo de plantio ou cobertura. Esse tema vem recebendo atencio cada vez
maior na area de tecnologia de sementes. Os resultados obtidos até o momento
sdo0 poucos e inconsistentes, necessitando de mais estudos relacionados as doses
adequadas e a interferéncia na produgdo e na qualidade de sementes. A maioria
dos trabalhos enfatiza o efeito da adubagdo sobre a produtividade, nio
correlacionando com a qualidade das sementes.

O nitrogénio € o nutriente que estd intimamente ligado a produgdo de
proteinas, que sdo fonte de energia das sementes para iniciar o desenvolvimento
do embrido. Assim, o objetivo do trabalho foi verificar o efeito da adubagio

nitrogenada sobre a qualidade fisiologica das sementes de milho.



4 - REFERENCIAL TEQRICO
4.1 - Influéncia da adubagfio nitrogenada na qualidade fisiolégica das sementes

A recomendagdo de fertilizantes para a implantagio de culturas
destinadas a produgio de sementes € geralmente semelhante aquela utilizada para
a produgio de graos (Maeda, Lago e Tella, 1986).

As condigbes de cultivo, a fertilidade do solo e os fertilizantes aplicados
tém grande influéncia sobre a qualidade e quantidade de sementes produzidas
(Delouche, 1971), citado por Medeiros (1985). Delouche (1972) citado por
Medeiros (1985), menciona que, dentro de certos limites, as plantas tém a
capacidade de‘oompmsar as deficiéncias ambientais, reduzindo a quantidade e
n3o a qualidade das sementes. Por outro lado, resultados de pesquisas indicam
que sementes de soja, oriundas de plantas desenvolvidas em solo, com uma boa
fertilidade, apresentaram germinagdo e vigor superiores, quando comparadas com
aquelas provenientes de plantas cultivadas no cerrado (Maeda e Mascarenhas,
1984). Resultados semelhantes foram obtidos com trigo de inverno e cevada de
primavera, em que a qualidade fisica e fisiologica das sementes (tamanho, peso de
100 grios e germinagio) foram superiores em solos com reservas de nutrientes
adequados (Kristan e Skala, 1980). Em soja, Turkiewicz (1976) observou que a
auséncia de calcario e doses elevadas de fosforo foram prejudiciais 4 germinagdo
€ ao vigor das sementes.

Além do efeito positivo sobre a produgiio de griios, o nitrogénio interfere
em diversas outras caracteristicas da planta de milho, relacionadas ao
crescimento e desenvolvimento, ds quais, direta ou indiretamente, afetam a
produtividade da cultura (MelGar et al., 1991),

Em girassol, Sader (1987) observou a influéncia da adubagio nitrogenada



sobre o vigor das sementes produzidas, avaliados pela pnmelra contagem da
germinagéo, comprimento da raiz primaria e hipocétilo, matena seca de plantulas
e no teste de envelhecimento répido. Entretanto, os niveis de N ndo influenciaram
a germinagdo, indice de velocidade de emergéncia ¢ a emerigéncia no campo. Em
. arroz, o mesmo autor verificou que a adubacio fosfatada at;imentou a germinagdo
das sementes no campo e, consequentemente, o seu efeito !fox aumentado com a
aplicagdo de nitrogénio. .
Cicero e Toledo (1979), avaliaram 12 cultivar&s%‘ de milho quanto a
qualidade das sementes, por meio de testes de germinagdo i;e de vigor (primeira
contagem de germinag3o, teste de frio e envelhecimento mfpit!io), em dois niveis de
. fertilidade de solo. Os resultados mostraram nio haver relal;ao da fertilidade do
solo com a germinag#o e o vigor das sementes.

Ahmadi, Wiebold e Beuerlein (1995), verificaram que o aumento da dose
de nitrogénio de 34 para 200 kg de N/ha aumentou a m&tencla dos graos de
. milho a moagem e reduziu a suscetibilidade a quebra de grﬁos moles e duros,
porém ndo afetou essas caracteristicas em grios cerosos. Ba;uer e Carter (1986),

verificaram que, com o retardamento da semeadura, aumento da densidade de
plantas e redugdo do nivel de nitrogénio, houve um aumentci{na susceptibilidade
dos grios de milho ao quebramento. i
‘ Alten e Shulte (1941), citados por Cavalcante (1978),itrabalharam com a

adubagdo de NPK nas culturas de trigo, centeio e milho, e awggaliaram o vigor das
~ sementes provenientes dos ensaios. Concluiram que a pl%"esenqa de fosforo,
embora ndo tenha influenciado o vigor das sementes de trigd'e centeio, mostrou
efeitos significativos sobre o vigor das sementes de milho. Nq ‘entanto, através da
analise quimica das sementes, n3o verificaram relagio entre oé teoresde N, Pe K
e o vigor. Os mesmos autores enfatizaram que o efeito dois fertilizantes pode
acarretar diferencas fisiolégicas em sementes, como o aumentc‘i)‘ do vigor, devido a

i
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agdo dos nutrientes sobre algumas enzimas das sementes.

Segundo Rufty Jr.; MacKown e Israel (1990), a redugio da absorgio do
nitrogénio por plantas deficientes em fosforo pode ser consequéncia de varios
fatores associados com a condig#o de estresse de fosforo. Uma possibilidade seria
a redugfo na disponibilidade de energia (ATP) requerida para a absorgdo ativa de
nitrato através do plasmalema das células radiculares. Outra possibilidade
envolveria a regula¢io da absorcdo de nitrato.

De acordo com Lee et al. (1992), citado por Alves et al. (1996), a taxa de
absorgdo de nitrogénio é continuamente regulada pelos niveis de nitrogénio na
planta, no entanto o mecanismo ainda nio esta totalmente esclarecido. Além
disso, a absorgdo de nitrogénio pode ser fortemente influenciada por aminoacidos
ligados a rota de assimilagio do nitrogénio. Apods tratamentos que elevam a
concentracdo celular de glutamina e, ou, de asparagina, a absorg¢do liquida de
nitrogénio foi suprimida em plantas de milho.

Rufty Jr.; MacKown e Israel (1990), verificaram em fumo e em soja, que
a deficiéncia de fosforo provocou a acumulagio substancial de aminoacidos livres
na parte aérea e redugdo na translocacio de nitrato das raizes para a parte aérea,
além da redugdo na concentragio de ATP em soja. Eles sugerirm que a
diminui¢do da absorgdo de nitrato em plantas com baixo nivel de fosforo pode ser
causada pela limitada disponibilidade de ATP. Trabalho realizado por Vieira
(1986), mostrou que os teores crescentes de fosforo no solo aumentaram a
quantidade de P, Mg e Zn e diminuiram a porcentagem de N na semente.

Medeiros (1985), estudou o efeito da calagem e da adubagio NPK na
producdo e na qualidade de sementes de trigo. As sementes com maiores teores de
Ca apresentavam maior germinagio e quando o nivel de potassio nas sementes
aumentou, ocorreu redugdo no vigor das sementes.

A magnitude das respostas das culturas de milho i aplicagdo do



nitrogénio, em ensaios conduzidos no Brasil, tem sido basta;me variadas (Pereira,
1997). A recomendagdo da “dose 6tima™ de nitrogénio dépende das condigdes
ambientais, incluindo luz, temperatura, umidade, das caractfzeﬁsticas e do manejo
do solo, da cultivar, da sequéncia de culturas, do supriment% de outros nutrientes
dentre outros fatores. Os resultados de pesquisas, reférentes ao efeito do
nitrogénio sobre a qualidade fisiologica das sementes, sio mconsxstent&s havendo

assim, a necessidade da realizagfio de mais pesquisas sobre @sse tema.



5- MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos laboratérios de Anilise de Sementes e na
area experimental do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), localizados no municipio de Lavras, na regifio sul de Minas
Gerais, latitude 21° 14° S, Longitude 40° 17 W ¢ 918,80 m de altitude.

5.1- Produgiio de sementes

Foram instalados, na area experimental da UFLA, trés campos para a
producdo de sementes de trés hibridos simples de milho e de suas respectivas
linhagens. Cada campo de producdo constou de aproximadamentel60 m®. Na
Tabela 1 encontra-se a descrigdo das linhagens e dos hibridos utilizados neste
trabalho e na Tabela 2 encontram-se as caracteristicas quimicas e fisicas dos
solos onde foram produzidas as sementes.

Visando a producdo de sementes com alta pureza genética, os campos
foram instalados em areas isoladas, ou seja, distantes de outras lavouras de milho
em pelo menos 500 m. Foi utilizado a4 proporgio de 3 fileiras do parental
feminino, para 2 fileiras do parental masculino.

Para a produgdo de sementes das linhagens correspondentes aos parenf;ais
femininos, as espigas de algumas plantas foram protegidas com sacos plasticos,
antes da emissdo dos estilo-estigmas, e os penddes com sacos de papel, antes da
abertura das anteras. Quando os estilo-estigmas estavam receptivos e havia
disponibilidade de grios de pdlen, foram realizadas as autofecunda¢des. O
restante das plantas do parental feminino de cada campo foi utilizado para a
obtencio das sementes hibridas. Para a produ¢do das sementes hibridas, o
cruzamento entre os parentais foi garantido através do despendoamento do
parental feminino.
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As linhagens utilizadas neste trabalho sdo provanmt&s do programa de
melhoramento de milho da Universidade Federal de Lavras. Os hibridos utilizados
fomnasmhorsmbmmdaslmhagamdmdas,deamrdqum(l%Q).

TABELA 1. Descrigio das linhagens e dos hibridos utlhmdos na pesquisa.

Lavras-MG, 1999.
Linhagens Ciclo Grio ‘ Porte
UFLA 1 (1) Nommal Semi-duro | Alto
UFLA 2 (2) Super-precoce Semi-duro | Meédio
UFLA 4 (3) Precoce Semi-duro | Alto
UFLA 5 (4) Precoce Duro Baixo
UFLA 6 (5) Precoce Duro ' Meédio
Hibridos

51n° Precoce Semi-duro ! Alto

1/3° Normal Dentado |, Alto

4/2° Super-precoce Semi-duro Alto

* O numerador refere-se a linhagem utilizada como parental masculmo e o denominador a
linhagem utilizeda como parental feminino !

Em cada campo de produgdo, as sementes foiram produzidas sob
diferentes doses de nitrogénio. Para isso, a drea d&stinada?para cada campo de
produgio foi subdividida em trés areas, sendo que, em cada area, foi utilizada,
respectivamente, 0, 60 e 120 kg de N/ha, na forma de sulﬁ;;_to de amoénio. Todos
os campos receberam 80 kg de P,O;s, na forma de superfoé&to simples, e 30 kg
de K,O/ha na semeadura e 30 kg de K,O/ha em cobertura, na forma de cloreto de
potassio, quando as plantas apresentavam 7 folhas deﬁmtwas Os campos
conduzidos com 60 kg de N/ha receberam 30 kg de N/ha na §emeadura e30kgde
N/ha em cobertura, quando as plantas apresentavam 7 ﬁalhas definitivas. Os
conduzidos com 120 kg de N/ha receberam 30 kg de Nlhagha semeadura, 45 kg
de N/ha quando as plantas apresentavam 4 a 5 folhas deﬁmhvas e 45 kg de N/ha
quando as plantas apresentavam 8 folhas definitivas.

11
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TABELA 2. Analises quimicas e fisicas dos solos amostrados 3 profundidade de
0-20 e 20-40 cm nas areas onde foram instalados os trés campos de
produggo de sementes. Lavras-MG, 1999,

Nutrientes Campo 1" Campo 2° Campo 3°
0-20cm 2040cm 0-20cm  20-40cm 0-20cm 2040 am

Al (cmolc/dm® 0,00 020 0,00 0,00 000 0,00
Ca (mole/dm® 3,90 2,00 1,80 1,40 400 240
Mg (emoleddm® 020 070 1,10 09 1,30 1,10
K (mg/dm®) 76,00 42,00 50,00 33,00 80,00 36,00
P (mg/dm’) 10,00 400 3,00 1,00 200 1,00
pH (em 4gua) 630 520 5,90 540 580 4,70
H+Al (emoldm® 260 400 2730 260 210 1,90
SB. (umolcdm®) 4,30 280 3,00 2,40 550 3,60

t (mole/dm®) 4,30 3,00 3,00 2,40 550 3,60
T (cmol/dm® 690 680 5,30 500 760 550
m %) 000 670 0,00 000 000 000
\'s (%) 62,30 4120 56,60 4880 72,40 6540
Zn (mg/dm” 09 0,10 0,40 020 070 0,30
MO  (daghke) 2,88 210 210 1,8 260 150
CaT % 56,50 29,40 34,00 28,00 52,60 43,70
Mg/T (%) 290 1030 20,80 18,00 17,10 20,00
KT (%) 280 1,60 2,40 1,70 2,70 1,70
Ca/Mg 1950 290 1,60 1,60 3,10 220
Ca/K 20,00 18,60 14,00 16,50 19,50 26,00
Mg/K 1,00 650 8,60 10,60 630 11,90
Classe textural

Argila (%) 56,00 56,00 63,00 6500 4200 51,00
Areia (%) 20,00 16,00 9,00 9,00 36,00 31,00
Silte (%) 24,00 28,00 2800 2600 2200 18,00
VUFLA 5 e UFLA 2 e hibrido 4/2

2 UFLA 6 e UFLA 1 ehibrido 5/1

3UFLA 1 e UFLA 4 ehibrido 1/3

As sementes foram colhidas, manualmente, com o grau de umidade em
tomo de 20%, em seguida foram debulhadas, manualmente, e secadas em um
secador estacionario regulado a temperatura de 40 °C e com fluxo de ar de 23
m’/min/ton até atingir o grau de umidade de 11%. O grau de umidade das
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sementes foi determinado pelo método da estufa 105° + 3'fC durante 24 horas,
utilizando duas repeti¢Ges para cada tratamento, conforme as prescri¢des das
Regras para Anilise de Sementes (Brasil, 1992). '

Em seguida, as sementes foram expurgadas, classiﬁéadas e tratadas com
. fungicidas Thiabendazole ¢ Captan nas dosagens de 50 e 300 g/ 100 kg de
sementes, respectivamente, e posteriormente procedeu-se a a{faliaqio da qualidade
fisiologica através dos testes de germinagdo, envelhecinil'ento artificial, frio,
condutividade elétrica e emergéncia em campo. '

: Anteriormente a instalagdo dos testes, as sementes? foram classificadas
quanto a largura e espessura, sendo utilizadas aquelas reudas na peneira 20.

\
1i

. 5.2- Teste de germinagéio

_ O teste de germinacgo foi realizado com 4 repeticdes de 50 sementes por
tratamento. A semeadura foi realizada em papel toalhaggna forma de rolo,
umedecido com &gua, na quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato
seco. As sementes foram colocadas para germinar em gparelho regulado a
. temperatura de 30° C. As avaliacdes foram feitas aos quatro e sete dias apds a
. semeadura, de acordo com as regras para Analise de Sement% (Brasil, 1992).

5.3- Testes de Vigor

* 5.3.1- Envelhecimento Artificial 5*

O teste de vigor, pelo método de envelhecimento amﬁdal, pelo método do

| gerbox adaptado, descrito por Tao (1980), foi conduzido oﬁm quatro repeti¢oes

~ de 50 sementes por tratamento, a temperatura de 42°'C, em uma estufa
incubadora, durante 96 horas. Apds esse periodo foi rzealizado o teste de

‘ germinacio como descrito anteriormente. |

L e
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5.2.3- Teste de Frio

O teste frio foi conduzido em caixa plastica, utilizando, como substrato,
mistura de areia e solo proveniente de area cultivada com mitho, na proporgéo de
2:1 respectivamente. A umidade do substrato foi ajustada para 70% da
capacidade de retengio. Foram semeadas 200 sementes em quatro repeti¢des de
50. Apés a semeadura, as sementes foram cobertas por uma camada de 3 cm do
substrato e as caixas foram colocadas ao acaso em uma cimara resfriada a 10 °C
por sete dias (Marcos Filho; Cicero e Silva, 1987). Apés esse periodo, as caixas
foram mantidas em cimara de crescimento, i temperatura de 25° C, por sete dias,
quando foi avaliado o total de plantulas emersas.

5.2.4- Teste de Condutividade Elétrica

O teste foi conduzido com 4 repeticSes de 50 sementes, para cada tratamento,
sendo estas previamente escolhidas para a remogdo das damificadas. As sementes
foram pesadas e colocadas em copos plasticos, contendo 75 ml de dgua deionizada, e
mantidas 3 temperatura de 25 °C por 24 horas. No final desse periodo, foi determinada
a condutividade elétrica através de leituras em condutivimetro Digimed modelo CD
21A. Os resultados foram expressos em pmhos/ cnv/ g de sementes.

5.2.5- Emergéncia em Canteiro

O teste de emergéncia em canteiro foi conduzido, conjuntamente, com o
de velocidade de emergéncia, com contagem unica, das plintulas emersas, aos 21
dias apoés semeadura conforme recomendacdes de Dias e Barros (1995).
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5.2.6- Velocidade de Emergéncia T

A determinac3o da velocidade de emergéncia foi feita;oom a semeadura em
canteiros, contendo mistura de areia e terra na proporgio de 11 Foram utilizadas 4
repeticdes com parcelas de 50 sementes por tratamento. A semeadura foi realizada,
manuaimente, em linhas de um metro de comprimento, a profindidade de 3 cm. A
velocidade de emergéncia foi determinada, anotando-se, dxanammte, o numero de
- plintulas que apresentavam dois foliolos completamente abertéé, a partir da data do
inicio da emergéncia até a completa estabilizagio do estande. O indice de velocidade
de emergéncia foi determinado de acordo com Edmond e Drapa!a (1958).

5.3 - Procedimento estatistico g

Os testes de germinagiio, envelhecimento artificial e_lo teste frio seguiram
o delineamento experimental inteiramente casualizado com qﬁatro repeticoes, e 0s
testes de condutividade elétrica, emergéncia em canteiro, emérgéncia aos 2l diase
indice de velocidade de emergéncia seguiram o deliﬁeamento de blocos
casualizados. Em todos os testes, foram utilizadas quatro repeticdes e foi
empregado o esquema fatorial 9 x 3 em que o primeiro r correspondeu aos
materiais genéticos avaliados e o segundo, as doses de nitrog'éniq num total de 27
 tratamentos. :
| A comparagio das médias foi feita pelo teste dle Duncan a 5% de
~ probabilidade. A analise dos dados foi realizada com o auxilio do “software”
MSTAT. |



6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resumos das analises de varidncias, para os dados obtidos nos testes
de germinacdo, envelhecimento artificial e teste de frio (Tabela 3), revelaram
efeito significativo para os fatores materiais genéticos (MG), doses de N e MG
versus doses de N, com excecdo do fator doses de nitrogénio para o teste de frio.

TABELA 3. Resumo da anilise de varidncia para os resultados dos testes de
germinagdo (%), envelhecimento artificial (%) e teste de fiio.
Lavras-MG, 1999.

F.V. GL Quadrados médios

Geminacdo Envelhecimento Teste de Frio

——

Materiais genéticos (MG) 8 562,521 .. 384208 65648

Doses N 2 342333 . 186333 * 8120 M
MGvsN 16 96771 . 127177 ** 34745 *°
Residuo 81 9,306 30,414 6,528
CV (%) 3,46 6,17 2,68

**,* significativos a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Na Tabela 4, encontram-se os resumos das analises de varidncia para os
dados obtidos nos testes de emergéncia em canteiro, velocidade de emergéncia e
condutividade elétrica. Foram observadas diferencas significativas para os fatores
materiais genéticos e doses de N para todos os testes e para a interagio MG e
doses de N, quando se utilizou o teste de condutividade elétrica.
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TABELA 4. Resumo da analise de varidncia para os res@ltados dos testes de
emergéncia em canteiro (%), velocidad: 1 de emergéncia e
condutividade elétrica (umhoms/cm/g de sementfza) Lavras-MG, 1999.

Quadrados xﬁédios

F.V. GL  ©oeroncia  Velovidadéde Condutividade
gen _______emergéncia elétrica
Materiais genéticos MG) 8 55583 0485 | 117,906
Doses N 2 61,000 * 0275 " 58318 ™
MG vs N 16 25208 ™ 0028 ™ 12832 *
Blocos 3 35593 ™ 0306 0,814
Residuo 78 16,054 0,035 0,892
CV (%) 4,21 RVE 8,85

**.* significativos a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F, NS niio sigrniﬁcativo.
ti
Na Tabela 5, estdo apresentadas as médias dos dadi)s obtidos nos testes
de germinag3o, envelhecimento acelerado, teste de frio, emqiirgéncia em canteiro,
condutividade elétrica e velocidade de emergéncia. it
As doses de nitrogénio utilizadas durante a produ(;%o das sementes ndo
. tiveram influéncia sobre a qualidade fisiolégica da lmh%gem UFLA 4. Nas
linhagens UFLA 5 e 6, oteste de condutividade elétrica detectou!ﬂ:fermga no Vigor em
- fungZo da dosagem zero de nitrogénio. Em ambas as hnhager;s., a dosagem zero de
:1 nitrogénio foi a que propiciou maior lixiviagio de eleu'élitosfi Provavelmente isso
ocorreu porque a adubacdo nitrogenada interfere no cmteudoide proteina, podendo
 afetar a qualidade das sementes. As proteinas de reserva sdo gj;droﬁsadas durante a
germinagio das sementes, para suprir de nitrogénio, enxofre e eéqueletos de carbono o
eixo embrionério e a pléntula durante as fases iniciais de dbsenvolvimento (Tsai,
Huber ¢ Warren, 1980). Portanto, a redugiio da quantidade d;e proteina na semente

3

pode ocastonar niveis de deterioragio maiores nas sementes.

f

Apesar do teste de germinacgio em laboratorio ter t!:letectado diferencas

.. . .. .. " P : .
significativas para a maioria dos materiais genéticos analisados, em resposta a
!
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TABELA 5. Resultados médios da porcentagem de germinagio (Germ.),
envelhecimento artificial (Env.), Teste de frio (T. frio),
condutividade elétrica (Cond.), emergéncia em canteiro (Emerg.)
e velocidade de emergéncia (V.E.), de sementes provenientes de
campos que receberam diferentes dosagens de adubagdo
nitrogenada em solo. UFLA, Lavras-MG, 1999.

Materiais DosesN Germ.  Env.

T. frio Cond. Emerg. V.E.

_gmétioos (ghd) (%) (%) (%) (mbomsomi) (%) (dias)
0 97A 95 A 9%A 2011A 98 16.80

UFLA S 60 98A 100A 98A 1812 B 98 16.77
120 95 A 97 A 98 A 1487 C 98 16.78

0 95A 92A 97A 1140A 97 16.86

4/2 60 8 B 81 B 96A 865 B 97 16.74
120 839 B 8 B 9% B 1:039A 95 16.74

0 79B 8 B 9B 1062A 96 17.28

UFLA 2 60 Ol1A 88AB 90 B 955 A 98 17.22
120 82 B 92A 97A 9.17 A 100 17.28

0 97A 100A 97A 840 A 97 16.83

UFLA 6 60 96A 95 A 97 A 642 B 94 16.82
120 94 A 94 A 97 A 6.60 B 94 16.73

0 96A 99A 100A 1431A 98 16.79

n 60 8 B 91 B 8 B 847 B 38 16.61
120 8 B 8 B 97A 938 B 94  16.54

0 95A 91 A 97A 1726 A 97 1705

UFLA 1a’ 60 82 B 77B 97A 1015 B 90 16.89
120 75 C 80 B 96A 11.36 B 96 16.72

0 87AB 95A 95 A 9.11A 94 1733

UFLA 4 60 90A 94 A 9 A 842 A 9% 17.15
120 84 B 91A 96 A 3.82A 95 16.95

0 97A 98 A 99 A 776 A 95 16.78

173 60 34 B 97A 98 A 825 A 96 16.60
120 94 A 95 A 97 A 8.06 A 98 16.76

0 80A 77A 92A 1011 B 92 1706

UFLAIY™ 60 75 B 75A 94A 1332A 87 16.94
120 68 C 71A 87 B 9.01 B 94 16.74

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, e para cada material genético, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.
“Parental feminino do hibrido; ~“Parental masculino do hibrido.
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dose de nitrogénio, e essa resposta ter sido diferenciada em fung¢do dos materiais
genéticos utilizados, vale ressaltar que os testes de emerg&u:la e velocidade de
emergéncia ndio detectaram esse mesmo comportamento.; Provavelmente isto
ocorren porque as condi¢Oes edafo-climaticas, durante a oondugao do teste de
* emergéncia, foram favordveis a germinaco das sementes. n
| Ainda quanto & germina¢do das sementes, ndo hou?(e diferenca para as
linhagens UFLA 5 ¢ 6. No entanto, para a linhagem UFLA lg'je hibridos 5/1 e 4/2,
sementes produzidas com doses mais altas de nitrogénio, ;apmemaram menor
~ germinagio. Durante a avaliagio do teste de germinagiio foi bbservado que, parte
* das pléntulas provenientes de sementes produzidas sob doses mais altas de
nitrogénio, apresentou a plimula curta, nio atingindo a ﬂietade da altura do
coleoptilo. As avaliagGes do teste foram feitas seguindo asé‘?recomendaqﬁﬁ nas
Regras de Analises de Sementes, em que plantulas com essés caracteristicas sdo
 consideradas anormais (Brasil, 1992). Esses resultados também foram observados
no teste de envelhecimento artificial para as sementes desses m?tenaxs Nesse teste, a
- avaliagio das plintulas também foi feita seguindo os cntenos recomendados nas
- Regras para Anélises de Sementes. |
No teste de frio, foram consideradas normais’ as plantulas que
apresentavam dois foliolos completamente abertos. Os mﬂmdos obtidos nesse
teste apresentaram uma tendéncia dos resultados obtidos no teste de envelhecimento
ardficial. Ao que tudo indica, o maior desenvolvimento do wWo pode afetar a
 exposicéio dos primeiros foliolos nas condigdes de teste de frio.
Comparando os genétipos avaliados nessa pesquisa, a linhagem UFLA 2
- foi a que apresentou resposta positiva quanto i qualidﬁde fisiologica das
sementes, quando estas foram produzidas com altas doses de mtrogemo Sementes
~ desse gendtipo, produzidas na auséncia de nitrogénio, apmentaram menor
germinacdo e menor vigor avaliado pelo teste de envelhecunxarto artificial e frio.
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Isso indica que a influéncia do nitrogénio sobre a qualidade fisiologica das
sementes, varia com a cultivar estudada.

Alguns autores procuram explicar os resultados de influéncia de
nutrientes nos parametros agrondmicos através da relagdo de absorcéo destes com
outros macros e micronutrientes. Sabe-se que altos niveis de nitrogénio podem
comprometer a absor¢do do fosforo pela planta (Mamaril e Muller, 1970). Em
plantas deficientes em fosforo, a disponibilidade de energia na forma de ATP
pode ser menor, com isso, a absorgio ativa de nitrato pode ser afetada (Rufty Jr.;
MacKown e Israel, 1990). Durante a fase inicial de desenvolvimento, a plantula
utiliza, como fonte de fosforo, para a fosforilacio da glicose, o fitato, porque ela
ainda ndo absorve o fosforo do solo e a fonte de fosforo encontrada na semente é
aquela absorvida pela planta durante a formag¢io das sementes. Provavelmente
isso ndo ocorreu porque a quantidade de fésforo utilizado no plantio e a
quantidade do mesmo presente no solo (Tabela 2), foram suficientes para o
desenvolvimento normal das plantas.
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7- CONCLUSOES ¥

1
i

Os resultados obtidos no presente trabalho penmtlram concluir que:

Os materiais genéticos respondem diferentemente a diferentes doses de
nitrogénio, quanto a qualidade fisiolégica das sementes; fa

Para alguns materiais, o aumento da adubagdo nitrogenada propicia uma
| redugdo no vigor das sementes e aumento do niimero de plam:Llas anormais.
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CAPITULO 2

EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA EM CARACTERISTICAS
MORF O-AGRONOMICAS E NOS PADROES ELETROFORETICOS DE
PROTEINAS E ISOENZIMAS DE SEMENTESHDE MILHO

i
1- RESUMO *

IMOLESI, Anderson Santos. Efeito da adubagiio mtrogenada em caracteristicas
morfo-agrondmicas e nos padrées eletroforéticos de proteinas e isoenzimas de
sementes de mitho. Lavras-MG, UFLA, 1999, 57p. (Dissertaqao Mestrado
em Fitotecnia). g

Este trabalho teve por objetivo verificar a influéncia de diferentes doses de
nitrogénio, utilizadas em adubacdo no solo, sobre os marcadors morfologicos de
plantulas, plantas adultas de milho e bioquimicos (eletrofor&se de proteinas e
isoenzimas) de sementes de milho. Foram utilizadas sementeb de cinco linhagens e
de trés hibridos, provenientes do programa de melhorémento de milho da
Universidade Federal de Lavras, UFLA, produzidas sob trés doses de nitrogénio,
0, 60 e 120 kg de N/ha. A avaliagdo dos marcadores morfo- Jagrononucos foi feita
no estadio de plantulas e plantas. Foram avaliados os pa es eletroforéticos das
proteinas totais, da fragio zeina, da fragfo néio-zeina, bem ‘como das isoenzimas
catalase, esterase e malato desidrogenase. Os resultados o dos mostraram que o
aumento da adubagfo nitrogenada afetou o nimero de foholos expostos das
plantulas, a data de florescimento e a altura das plantas e da i Ainser¢do da primeira
espiga; as diferentes doses de nitrogénio aplicadas durante a producdo das
sementes nio afetou a cor de folha, presenca de antocxanma pilosidade, cor de
anteras e glumas e cor do estilo-estigma; Os padrdes dasi proteinas totais, da
fragdo zeina e das isoenzimas esterase e malato dwdrogmase n3o sdo alterados
pelas diferentes doses de nitrogénio, indicando ser segurasipara a avaliagio da
pureza genética; e os padrdes da isoenzima catalase e da ‘ﬁa@o nio-zeina sdo
alterados em fungdo da dose de nitrogénio utilizada. i



CHAPTER 2

EFFECT OF NITROGEN FERTILIZATION UPON MORPHO-
AGRONOMIC CHARACTERISTIC AND ELECTROPHORESIS
PATTERNS OF PROTEIN AND ISOENZYME OF CORN SEEDS.

2- ABSTRACT

IMOLESI], Anderson Santos. Effect of nitrogen fertilization upon morpho-
agronomic characteristic and electrophoresis pattems of protein and isoenzyme
of com seeds. Lavras MG, UFLA, 1999, 57p. ( Dissertation — Master
Program in Crop Science).

This work aims to verify the influence of different doses of nitrogen ,
applied utilized in soil fertilization, upon the morpho-agronomic characteristic of
the com seedlings and adult plants and biochemical markers (protein
electrophoresis and isoenzimes), of com seeds. Seeds of five lines and of three
hybrids coming from the com breeding program of the Universidade Federal of
Lavras, UFLA, produced under three doses of nitrogen, 0, 60 and 120 kg of N/ha.
The evaluation of the morpho-agronomic markers was perfomed at the seedling
and plant stage. The electrophoresis patterns of total proteins m of the zein
fraction and non-zein fraction and the electrophoresis pattems of the isoenzyme
catalase, esterase and malate dehydrogenase. The results obtained showed that the
different doses of nitrogen utilized in seed production affected the number of
exposed leaflets of the seedlings, blossoming date of the plants, plant height and
msertion of the first ear. The pattem of total proteins, zein fraction and of the
isoenzymnes esterase, malate dehydrogenase were not altered with increased
nitrogen fertilization, indicating them to be safe for the certification of genetic
purity and identification of cultivars. The pattemns of isoenzyme catalase and non-
zein fraction were altered in terms of nitrogen fertilization.
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3- INTRODUCAO !

No sistema de produgio de sementes, existe umfx preocupagio por
parte das empresas em manter as caracteristicas que conf;e;rem a qualidade ao
produto final, como por exemplo, a pureza genética (SHva, 1997). Para a
manutengdo da pureza genética sdo adotadas medidas rigqrosas no sistema de
produgdo das sementes. Para a cultura do milho sdo adotigdos principalmente
o isolamento dos campos de producio, o despendoa:mento do parental
feminino e a limpeza das maquinas e equipamentos iljatilizados em todo
processo produtivo. ’

As empresas responsaveis pela produgio de segmentes hibridas de
mitho utilizam, para a certificacio da pureza genética, as caracteristicas
morfoagronémicas avaliadas em plintulas e plantas adultas, que sdo
consideradas como marcadores para a aferigio da pl}lreza genética. No
entanto, a utilizagdo de marcadores bioquimicos tem g‘émhado espago nos
: programas de controle de qualidade das empresas produtoras de sementes,
principalmente no que se refere a certificacdo e identifica¢dio de cultivares.
Dentre as técnicas utilizadas, uma das mais empregadas%é a eletroforese de
. proteinas e isoenzimas. i

A eletroforese de proteinas e isoenzimas possuem a vantagem de gerar
resultados mais rapidos que os marcadores morfolégicos.;‘ A desvantagem de
ambos € que eles podem ser influenciados por fatores amljaientais e condigdes
de solo. Ha relatos na literatura sobre a influencia do ni:trogénio no teor de
" proteina, na qualidade fisiologica das sementes, e na morf;:logia de plantas, o
" que, se confirmado, inviabilizaria o uso dos marcadolés morfologicos e
5; bioquimicos, para aferigio da pureza genética (Ferreira, 11‘997; Caramet et al.
1990; Landry e Delthaye, 1993)

—_ = S
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Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia de diferentes
doses de nitrogénio, aplicadas em adubagdes no solo, durante o
desenvolvimento da cultura do milho, sobre as caracteristicas
morfoagrondmicas em plantulas e plantas de milho e em padrdes

eletroforéticos de proteinas e isoenzimas de sementes de milho.
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4- REFERENCIAL TEORICO
4.1 - Identificacio de Cultivares ’

A certificacdo da pureza genética e a identificacio de cultivares, segundo
Korényi (1989), tém grande importincia na produgio de lementes hibridas de
milho e na manuten¢do de linhagens, exigindo, portanto, gr:ande precisfo na sua
avaliagdo. Além desses aspectos, no Brasil, através da lei n9f9.456, de 28 de abril
de 1997, foi instituida a lei de protegdo de cultivares, que re&nheoe a propriedade
intelectual, além de varios direitos do titular do material g Aitico protegido. Sem
a adogdo de uma metodologia segura para a identificagéio d&ssas cultivares, corre-
se o risco de que o produto, oriundo de anos de melhor%‘lfnenm genético, seja
usufruido por terceiros sem que a instituigdo criadora tenhh controle sobre esse
material (Grattapaglia e Ferreira, 1996). !

A identificagdo de cultivares nos paises que adotanifo sistema da ISTA-
International Seed Testing Association, é feita por meib de caracteristicas
morfolégicas, fisiologicas, citolégicas e quimicas (ISTA, 19?6).

No - Canadi, ¢ utilizada uma combinacio de testes conduzidos em
laboratério e em campo. Os métodos de laboratério: sdo baseados nas
caracteristicas morfologicas das sementes, como a cor, tamanho, forma, peso de
1.000 sementes, cor das sementes na presenga de determmados produtos quimicos
e caracteristicas das plantulas. Nos testes de campo, sdo lmlimdas caracteristicas
das plantas, como intensidade de cor das folhas e flores, pilosidade de algumas
partes das plantas, dentre outras (Pauksens, 1978; Pauksens e Dhesi, 1978; Von
Pinho, 1995). ’

Grande parte dos melhoristas e dos profissionais das Empmsas produtoras
de sementes e de orgdos de certificagdo tem efetuado a idené%ﬁcaqio de cultivares
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e a certificagio da pureza genética, usando caracteristicas morfologicas
expressadas pela semente, plintula e/ou planta (Von Pinho, 1995; McDonald Jr,
1991). Porém, McDonald Jr.(1991), enfatiza que as observagdes de sementes e
testes conduzidos em campo sdo frequentemente imprecisos, devido as variagdes
ambientais efon condicdes de estresses sofridos pela planta durante o
desenvolvimento da semente. Von Pinho (1995), relata que € possivel separar,
atraveés de caracteristicas morfoldgicas, plantas do parental fémea autofecundado,
daquelas provenientes de sementes hibridas de milho e que a fase mais adequada
para a avaliagdo da pureza genética varia com a cultivar.

Técnicas para a identificagio de cultivares, segundo McDonald Jr.
(1991), sdo necessarias e devem ser desenvolvidas. Utilizam-se eletroforeses de
proteinas e isoenzimas para a certificagio de cultivares de milho, apresentando
vantagens significativas sobre os marcadores morfolégicos, como maior rapidez.
Porém, a técnica de eletroforese apresenta desvantagens como: alto custo inicial
de equipamentos e produtos quimicos, e a necessidade de treinamento especial
para o analista (Payne, 1987; Smith e Wych, 1986). No entanto, Bonetti et al.
(1995), enfatizam a necessidade da combina¢do das analises eletroforéticas de
proteinas e isoenzimas com as caracteristicas morfoagrondmicas avaliadas em
sementes e plantulas para uma maior precisdo na certificagdio e identificacio de
cultivares.

Observagdo dos perfis isoenzimaticos dos coleoptilos e de proteinas
extraidas de sementes, como zeina, tém sido utilizadas com mais frequéncia para
a certificagdo da pureza genética e identificagiio de cultivares.

Aproximadamente 10% do peso seco das sementes de milho consistem de
proteinas. A maior parte dessas proteinas esti localizada no endosperma, e
divide-se em duas classes: as zeinas, que sdo proteinas de reserva, e nio possuem

atividade enzimatica e as ndo zeinas, que incluem as albuminas, globulinas e
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- glutelinas, que possuem atividade enzimitica e s3o nutricionalmente mais
balanceadas que as zeinas (Wallace et al., 1990). As ndo zeﬁlas estdo em_rolvidas
em processos biologicos necessarios ao desenvolvimaltoﬁlda semente e sdo
- proteinas de membranas, enzimas, etc. (Habben,w Kirleis e%ﬂ.,arkins, 1993). As
' zeinas pertencem ao grupo das prolaminas e sior wracteri:z'adas pelo seu teor
reduzido de lisina e triptofano (Guimardies, 1994). ;

As quatro fragbes protéicas, albuminas, globulinas;; zeinas e glutelinas
* constituem aproximadamente 3%, 3%, 60%, e 34% , requ%tivamente, do total
5‘ das proteinas do endosperma de sementes de milho, oﬁginadiés de plantas que se
. desenvolvem sob niveis altos de fertilizante nitrogenado (Shneider, Earley e
. Deturk, 1952; Tsai, 1979). i
‘ As proteinas de reserva sdo hidrolisadas durante%?a germinagdo das
sementes, para suprir de nitrogénio, enxofre e &squeletos%de carbono o eixo
embrionario e a plantula durante as fases iniciais de desmvir:lvimmto, enquanto
- as proteinas restantes, albuminas, globulinas e glutelinas sao Tesponsaveis por
j funcdes de manutengdo e outras fun¢des especificas, necess%ﬁas a formacgdo do
endosperma (Tsai, Huber e Warren, 1980).

Esen (1987) cita que as zeinas se dividlem em qua@ fracdes distintas
(a, B, v e 5-zeinas), em fungdo de diferen¢a de solubilidade F outros critérios. A
- o-zeina, maior classe dentro das proteinas de reserva, é um grupo complexo de
. polipeptideos de tamanho entre 19 e 22 kD. As B-zeinas sdo 131ienores, pesando 14
kD; as §-zeinas possuem 10 kD e as y-zeinas 16 e 27 kD As a-zeinas sdo
sohiveis em solugdes alcodlicas, as B-zeinas e as 8-zein%s sdo soliveis em
| solugbes alcdolicas, contendo agentes redutores, e as y-zeil‘,.hs sdo soliveis em
. solventes aquosos e alcoolicos em condigdes redutoras (Wallace et al., 1990).
Durante o desenvolvimento das sementes de milho, c%orre o acumulo de

o
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proteinas de reserva (zeinas), iniciando, por volta dos quinze dias apés a
poliniza¢io, ndo ocorrendo mudanga no seu padrio com o desenvolvimento e
maturagdo da planta (Brink et al., 1989). Essas proteinas vém sendo utilizadas
como marcadores na identificagdo de cultivares e certificagiio da pureza genética,
por sofrerem pouca influéncia dos fatores ambientais, devido ao fato da presenga
de zeinas estar mais relacionada com as informagdes genéticas contidas nas
células das plantas (Righeti e Bossio, 1981). .

Segundo Silva (1997), a eletroforese de zeina é uma técnica segura na
certificacdo da pureza genética e identificagfio de cultivares, pois seu padrio nao>
sofre a influéncia de microrganismos associados as sementes. _/\

Utilizando a técnica de focalizagiio isoelétrica de zeina para a
determinaciio da pureza de cultivares comerciais de mitho, Brink et al. (1989)
concluiram que as zeinas sdo mais eficientes que as isoenzimas na certificagiio da
pureza genética. Os autores relataram, ainda, que a focalizagdo isoelétrica da
zeina serve de auxilio na certificagdo da pureza genética de cultivares, quando ha
dificuldades de interpretagdo dos resultados por meio dos perfis eletroforéticos de
isoenzimas.

Trabalho realizado por Wilson (1985), utilizando IEF, com proteinas de
reserva, permitiu a identificacdo de 25 linhagens de milho, utilizando 7 a 12
bandas de um total de 25 avaliadas. Entretanto, nesse mesmo trabalho nio foi
possivel distinguir as linhagens aparentadas. |

As zeinas podem ser separadas em classes de diferentes tamanhos através
de eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE).
A utilizagio da técnica de IEF (focalizacdo isoclétrica), é mais adequada a sua
separag¢do, devido a methor defini¢do das bandas (Wilson, 1984).

Guimardes (1994), caracterizou populagdes de milho que apresentavam
grios opacos através da técnica SDS-PAGE; e verificou que o nivel de ndo-zeinas
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no endosperma apresentou uma correlagio alta com a qualidadle protéica. O autor
concluiu que esse método pode ser utilizado em programag de melhoramento,
- como auxiliar na sele¢do de cultivares de milho com alta quali;iade protéica.
Sabe-se que, dentre outros fatores, a adubagio nitrogeixada pode interferir
. nos resultados dos padrdes de proteinas e isoenzimas, isto pérque esses padroes
* sdo produtos da express3o génica e podem sofrer influéncia de ﬁtor&s ambientais.
A adubagio é um dos fatores que mais contribui para o aumento da
. produtividade do milho, cuja maior exigéncia refere-se ao potassio e nitrogénio,
- seguindo-se o magnésio, calcio, fosforo e enxofre. Nos grdos, a ordem de
remogdo desses nutrientes é bastante variada. O fosforo é qu%se todo translocado
" para as sementes (80%), seguindo-se pelo nitrogénio (68%), enxofre (58%),
* magnésio (26%), potassio (20%) e calcio (4%) (EMBRAPA, fl993). O nitrogénio
participa no metabolismo das plantas, como consutumtq de moléculas de

proteinas, coenzimas, acidos nucléicos, citocromos, moléculas:ide clorofila, sendo
| considerado um dos elementos mais importantes para o aumento da producio
- (Ferreira, 1997; Fomasieri Filho, 1992). ‘
| Landry e Delhaye (1993), Ferreira (1997), relataq\ que a adubagio
nitrogenada influencia a qualidade dos grios de mitho, mexfer?;do no conteudo de
: proteina. Quando ha um excessivo fomecimento de nitrogénio, ‘a planta aumenta a
sintese de proteinas e a formagio de novos tecidos, usando;-a maior parte dos
. carbotdratos na elabora¢o de proteinas e aminoacidos (Fomasieri Filho, 1992). A sua
deficiéncia causa sérios distirbios nas plantas de milho, culminando com a formagdo
de espigas de tamanho reduzido, graosmalfonnadoserpduwonoteorde'
aminoacidos e proteinas (Ferreira, 1997). i

Silva et al. (1993), pesquisando a influéncia de Jfferentes niveis de

mtrogemo em adubagdo de solo, sobre o teor de proteina ;los grdo de milho,
verificaram que o nitrogénio elevou significativamente o tebr de proteina dos

\
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grdos quando aplicados na dose de 120 kg/ha. Com o aumento da adubagiio
nitrogenada, o valor biolégico dos grios foi reduzido, devido ao aumento dos
teores da fragdo protéica zeina que é deficiente em aminoacidos essenciais,
principalmente lisina e triptofano, (Fornasieri Filho, 1992)

Doehlert, Duke e Smith (1997), trabalhando com sementes de milho em meio
de cultura contendo sacarose e aldose e variando a dose de N de 0; 3,6; 7,1; 143 e
36,5 nM, fomecidos como aminoécidos, cbservaram que o fomecimento do N acima
de 14,3 nM aumentou trés vezes a quantidade total de proteina armazenada, sete vezes
a quantidade da o zeina e ndo afeton a quantidade da B-zeina.

O nitrogénio também pode influenciar nos padrbes isoenzimsticos,
Singletary et al. (1990), mostraram modificaces induzidas pelo N na atividade
das enzimas sacarose sintetase, aldolase, fosfoglucomutase, piruvato
transaminase, glutamato oxalacetato tramsaminase, as quais apresentaram
elevadas correlagdes com as medificagdes no amido total e com o conteiido da a-
zeina, durante o desenvolvimento das sementes. As separagdes das zeinmas
indicaram que esses peptideos foram proporcionalmente aumentados pelo
fomecimento de N, com a excegiio da B-zeina, que foi relativamente estavel.

Balconi et al., (1992), estudando o efeito do N no desenvolvimento do
endosperma de milho, verificaram que a sintese de zeina é regulada pelos niveis
de N fornecidos, principalmente o aminoacido asparagina, nos estagios iniciais
de desenvolvimento do endosperma. Através da analise de focalizagdo isoelétrica,
Tsai et al. (1992) observaram aumento no nivel de zeina, principalmente em
decorréncia do aumento quantitativo de polipeptideos alfa e gama-zeina em
resposta a adubagio nitrogenada.

Diante disso, toma-se essencial pesquisar as possiveis interferéncias que
podem sofrer as técnicas, como eletroforese de isoenzimas e proteinas e

marcadores morfoagronomicos, uma vez que sio produtos de expressio génica e

34



tém limitacGes na identificagdo de cultivares e certificaciio da pureza genética,

ndo bastando, portanto, importar tecnologia e, sim, tralbalhar suas reais
- . , It

potencialidades dentro da realidade de nosso pais. :

I
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5- MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos laboratérios de Bioctecnologia e de Anilise
de Sementes e na éarea experimental do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizados no municipio de Lavras, na
regido sul de Minas Gerais, latitude 21° 14’ S, Longitude 40° 17 W e 918,80 m
de altitude.

A produgio de sementes, os materiais utilizados e as areas onde foram
implantados os campos de produgdo de sementes foram descritos no capitulo 1,
nas paginas de 10 a 15.

5.1- Avaliagdo das caracteristicas morfoagrondmicas
5.1.1- Avaliacfo no estddio de plintulas

As sementes hibridas das trés cultivares de milho e das respectivas
linhagens, produzidas sob trés doses de nitrogénio (0, 60 e 120 kg de N/ha),
foram semeadas em caixas plasticas contendo areia e solo na mesma proporgdo.
Foram utilizadas 50 sementes por caixa com quatro repeticdes para cada
tratamento e, em seguida, estas foram colocadas para germinar na presenca e na
auséncia de luz. A avaliagio foi realizada quando os dois primeiros foliolos se
encontravam totalmente desenvolvidos.

As caracteristicas observadas neste estidio foram: as cores da bainha da
primeira folha, do coleoptilo ¢ da nervura central da primeira folha. Todas
relacionadas a presenca e 4 intensidade de antocianina; foram avaliados, ainda, o

numero e a forma dos foliolos.
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5.1.2- Avaliacfio das plantas no campo

Para a avaliaciio das plantas hibridas e das linhage:is provenientes das
sementes produzidas sob diferentes doses de nitrogénio, ”foi instalado um
experimento sob o delineamento de blocos ao acaso com duas repetigdes, em
&squema fatorial 9 x 3, em que o primeiro fator correspondeu aos materiais

] ' genéticos avaliados e o segundo as doses de nitrogénio,' cada parcela foi

 constituida por duas lmhas de 10 m de comprimento, para qada tratamento. A

: densidade foi de 5 plantas/metro, totalizando 100 plantas por pﬁroela.

: No florescimento, avaliaram-se a altura das plantas, a |oorm-‘ das anteras,
dos estilo-estigmas e das glumas das flores masculinas e a data' de florescimento.

A comparacdo das médias foi feita pelo teste de Duncan a 5% de
probablhdade A anahse dos dados foi realizada com o auxiho do “software”
'MSTAT.

'5.2- Anilise eletroforética :

e
i

Para as anilises eletroforéticas, foram amostradas 50 sementes de cada
tratamento e trituradas num moinho refrigerado marca Tecnal modelo TE613/1,
sob temperatura de 4 ‘C e na presenga de PVP (Pohvunl pirrolidone) e
armazenadas a temperatura de -86 °C.

5.2.1- Extragéio das proteinas totais

Para a extracido das proteinas totais, foi adicionado a 50 mg do triturado,
950 uL de tampdo tris (62,5 mM, pH 6,8 + 2,3% de éDS e 5% de B-
Qélnercaptoetanol) mais 50 pL de B-mercaptoetanol. A seguir, és amostras foram
‘agitadas em vortex de 10 em 10 minutos durante 1 hora, centrifigadas a 6000 X g
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durante 10 minutos. Foi recolhido 300 pL do sobrenadante, ao qual foi
adicionado 10 pL de tampdo da amostra (0,125M de Tris pH 6,8, 4% de SDS,
30% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol) e fervido, posteriormente,
durante 5 minutos. Foram aplicados 40 uL do extrato protéico mais o tampéo da
amostra, em um gel de poliacrilamida com SDS. A corrida foi feita em uma cuba
vertical com tampédo de corrida contendo Tris-glicina + SDS pH 8,9, sob uma
voltagem de 150 V durante 4 horas.

Apés a corrida, os géis foram corados em solugdo de Coomassie Brilhant
Blue a 0,05% conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas e descorados em

solucdo de acido acético 10%.
5.2.2- Extracdo de zeinas e ndo-zeinas

As proteinas totais do endosperma foram extraidas pela adigsio de 1000
ul de tampdo de extracdo (12,5 mM de borato de sédio, pH 10, 1% de dodecil
sulfato de sodio (SDS) e 2-B-mercaptoetanol a 2%), a 50 mg do triturado. Esta
mistura foi agitada durante 1 hora, 4 temperatura ambiente e deixada em repouso,
ovemight. Apos, foi centrifugada a 14.000 rpm durante 15 minutos. Do
sobrenadante, foram transferidos 300 pL para outro eppendorf, e adicionaram-se
700 pL de etanol. A mistura foi agitada em vortex com posterior incubagiio em estufa
a 37 °C durante 1 hora e, posteriormente, centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos.
Do sobrenadante, foram avaliadas as zeinas e com o pellet as ndo-zeinas.

Foram transferidos 200 pl do sobrenadante para outro tubo, aos quais
foram adicionados 1.200 pl de acetona a -20 °C. A mistura foi incubada no gelo
por 30 minutos e, em seguida, centrifugada a 14.000 RPM por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco por inversdo. Posteriormente o
pellet foi ressuspendido em tampio da amostra contendo 0,125M de Tris pH 6,8,
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4% de SDS, 30% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol e t.;ubmetidos a fervura
 durante 5 minutos. Foram aplicados 33 uL do extrato protéico mais o tampdo da
amostra, em um gel de poliacrilamida com SDS. '

A fragfio ndo-zeina foi obtida ressuspendendo o pellet, em 50uL de
tampdo da amostra. Em seguida, ferveram-se as amostras dlmimte 5 minutos para
 solubilizar as proteinas ¢ foi aplicado 25uL da amostra em um gel de
. poliacrilamida com SDS. g
| A corrida foi realizada em uma cuba vertical, com tampdo de corrida
- contendo Tris-glicina + SDS pH 8,9, sob uma voltagem de ]450 V por 4 horas.
| Apos a corrida, os géis foram corados em solugdo de Cwmééie Brilhant Blue a
+ 0,05%, durante 12 horas e descorados em solugdo de acido qcehco 10%, etanol
' 5% (Alfenas, 1991).

5.2.3 - Extragio das isoenzimas :!
Amostras de 50 sementes por tratamento foram tntunildas e armazenadas
a -86° C. Foram utilizados 100 mg do p6 das sementes maceradas em eppendorfs,
aos quais foram adicionados 200 pl do tampdo de extragdo Trig.%—HCl 0,2 MpH 8§,
e homogeinizados em vortex, posteriormente eles foram mansidos por 24 horas
em geladeira. Apds este periodo, centrifugaram-se as amostrasa 14.000 rpm, a 4°
| C, por 30 minutos. Em seguida, foram aplicados 40 pl do sol?renadante nos geéis
-de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel conceti;irador). O sistema
" tampdo gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina pH 8,9. As corridias foram efetuadas
275V por 1 hora e 150 V durante 4 horas. !

Apés as corridas, os géis foram revelados e corados para os sistemas

; lsoenzxmatlcos catalase, esterase e malato demdrogenase oonforme metodologia
descnta por Alfenas (1991).
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6 - RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 — Avaliag#io no estddio de plintulas

As plantulas crescidas no escuro apresentaram folhas e coleoptilos
amarelecidos, sem a presen¢a de antocianina. Sabe-se que as antocianinas sdo
pigmentos flavondides, sintetizados em varios tecidos das plantas e sementes.
Virios genes estdo envolvidos na sintese desses pigmentos, os quais codificam a
biossintese de enzimas para a formagdo de antocianina (Cocciolone e Cone, 1993).

Segundo Singh e Sarkar (1982), alguns alelos como o PL podem induzir a
sintese de distribuicio de antocianina sob uma baixa intensidade luminosa,
enquanto outro alelo como o pL iniciam suas atividades somente quando os
tecidos sio expostos a uma alta intensidade luminosa. Assim, a presenga de
antocianina na auséncia de luz depende dos alelos envolvidos.

Quanto 2 avaliagfio das plantulas desenvolvidas na presenga de luz, houve
efeito do nitrogénio sobre o nimero dos foliolos expostos para as linhagens
UFLA lae 1b, 5 e 6 e para os hibridos 1/3 e 5/1. As plantulas provenientes de
sementes produzidas nos campos que ndo receberam adubagdo nitrogenada,
apresentavam dois foliolos abertos e as provenientes dos campos que receberam
60 e 120 kg de N/ha apresentavam também o terceiro foliolo exposto. O maior
efeito foi observado na linhagem UFLA 6 em que as referidas plantulas ndo
apresentavam o segundo foliolo desenrolado, quando as sementes foram
produzidas na auséncia do nitrogénio. Von Pinho (1995), cbservou que essa
caracteristica pede ser utilizada na identificacio de plantulas provenientes de
sementes do parental fémea autofecundado misturadas as plintulas hibridas de
algumas cultivares de milho. No entanto, os resultados do presente estudo
indicam que variagdo na adubagiio nitrogenada, durante a produgio das sementes,
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'_ 6.2 — Avaliac#io no estadio de plantas

estigmas, das anteras e das glumas das flores masculinas.

- poderd mascarar os resultados obtidos durante a certificagdo damaurm genética das

sementes, quando da utilizacio dessa caracteristica. _|
As caracteristicas relacionadas a presenca e 3 imtensidadg de antocianina nos

tecidos das plantulas ndo foram influenciadas pelo nivel do Iminmganio utilizado
: durante a produgdo das sementes. Apesar disso, o nivel de antocianina na bainha da
primeira folha, no coleoptilo e na nervura das folhas mostrou ser um bom marcador
 para a diferenciagdo de lishagens e de hibridos. Pléntulas da linhagem UFLA 5, por

exemplo, possuem antocianina na nervura central das folhas, naf@bainha da primeira

¢ folha e no coleoptilo. J4 as plantulas da linhagem UFLA 2 no apresentam antocianina
. nos tecidos. O hibrido, resultante do cruzamento dessas duas lmhagals, apresenta
pléanasmmmﬁodaninanowleopﬁloembahxhadapﬁmehai%ﬂm,nomtaﬁowm
uma intensidade menor que as da linhagem UFLA 5. |

As diferentes doses de nitrogénio utilizadas na produqé‘fé das sementes ndo
afetaram as caracteristicas avaliadas das plantas, tais como, a séoloxaqﬁo de estilo-

Para todos os materiais genéticos, o ﬂomcimé’nto das plantas,

'provemmtes de sementes produzidas com 120 kg de N/ha, fol mais precoce,

" quando comparado ao das plantas provenientes de sementes produzldas comOe

60 kg de N/ha. Pauksens e Dhesi (1978), citaram a data de gmlssao dos estilo-

" estigmas como uma caracteristica que pode ser utilizada pa°m a avaliagdo da

pureza genética em sementes hibridas de milho. Von Pinho' (1995), verificou

precocidade no florescimento das plantas hibridas, de hibfidos simples, em
relagdo ao das plantas i)rovemeut&c do parental fémea autofecundado

As caracteristicas de altura das plantas e da msercyao‘das espigas foram
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nfluenciadas pela adubacfo nitrogenada diferenciada, utilizada na produgio das
sementes. O resumo da analise de variincia dos dados obtidos nas avaliagBes de altura
das plantas e mserg3o da primeira espiga das linhagens e dos hibridos (Tabela 3),
revelou efeitos significativos para materiais genéticos (MG), e a interagio entre MG x
doses de N.

TABELA 3. Resumo da anilise de variincia para os resultados médios de altura
das plantas e insercfio da primeira espiga. Lavras-MG, 1999.

Quadrado Médio

F.V. G.L. T—— Espions
Materiais genéticos (MG) ) 0,8886 ** 0,2925 **
Doses N (N) 2 0,0045 N 0,0002
MGvsN 16 0,0128 * 0,0063 **
Blocos 1 0,0164 * 0,0048
Residuo 26 0,0036 0,0015
CV (%) 42328 6,0400

**,* significativos a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Pode ser observado pela Tabela 4, que houve comportamento diferente
das cultivares quanto as alturas de planta e de insergdo da espiga, quando as
sementes foram produzidas sob diferentes doses de nitrogénio. Nos hibridos 4/2 e
5/1 e na linhagem UFLA 6, essa caracteristica ndo sofren influéncia das
diferentes doses de nitrogénio utilizadas na producio das sementes. No entanto,
para as linhagens UFLA 5, 2, 4, e la, as plantas provenientes das semm
produzidas com doses mais altas de nitrogénio apresentaram-se mais baixas. Na
linhagem UFLA 1b e seu hibrido 1/3, plantas provenientes de sementes
produzidas sob adubagdo nitrogenada de 120 kg/ha, apresentaram-se mais altas.
Entretanto foi observado, nos estadios anteriores ao florescimento, um
crescimento mais ripido das plantas dessa linhagem UFLA 1b quando as
sementes foram produzidas na auséncia de nitrogénio. Essa diferenca foi
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desaparecendo nos estadios posteriores e no florescimento. As plantas
provenientes de sementes que receberam 120 kg de N/ha apresentaram-se com maior
altura.

A adubacdo nitrogenada utilizada na producdo das sementes das
linhagens UFLA 1b, 2, e 6 e do hibrido 1/3, ndo afetou a altura de inser¢do das
espigas. Contudo, para os hibridos 4/2 e 5/1, as plantas oriundas de sementes
produzidas sob a dosagem de 120 kg de N/ha apresentaram-se mais altas. Essa
condicdo também reduziu a altura de inser¢do da primeira espiga para as
linhagens UFLA 1la e 4, como observado também para a altura das plantas.
Paschoalick (1998), observou que o aumento de doses de nitrogénio promoveu
um aumento na altura de insergao de espiga. Pereira Filho (1977), avaliando a
altura de espigas de plantas produzidas sob niveis de nitrogénio, observou um
efeito linear da adubagdo nitrogenada na altura de espigas.

Dessa maneira, a altura das plantas e da inser¢ao da primeira espiga, nao
seriam os marcadores morfologicos mais indicados para a avaliacao da pureza

genética, pois podem ser influenciadas pelas condigdes ambientais e de solo.



TABELA 4. Resultados médios da altura de plantas e altura de insercdo da
primeira espiga, de linhagens e hibridos de milho, oriundos de
sementes produzidas sob diferentes doses de adubagao nitrogenada
aplicadas no solo. Lavras-MG, 1999.

' " Doses N Altura (m)
DR gadios (ke/ha) Planta Espiga
0 092 A 0,34 B
UFLA 5 60 1,01 AB 043 A
120 0,88 B 0,33 B
0 1470 WA 0.83 B
4/2 60 1,67 A 0,82 B
120 17 & 093 A
0 140 A 067 A
UFLA 2 60 131 AB 065 A
120 1,21 B 061 A
0 098 A 039 A
UFLA 6 60 .03 A 043 A
120 097 A 037 A
0 180 A 0,88 B
5/1 60 189 A 0,88 B
120 187 NA 100 A
0 136 A 062 A
UFLA 1a° 60 136 A 058 AB
120 1,22 B 0,53 B
0 152 A 070 A
UFLA 4 60 1,36 B 0,60 B
120 1,26 B 0.53 B
0 1,99 B 092 A
1/3 60 209 AB 1,00 A
120 215 A 100 A
0 1,16 B 050 A
UFLA 1b™ 60 [ by B 0,50 A
120 130 A 0,53 A

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, e para cada material genético, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan ao nivel de 3% de probabilidade,
Parental feminino do hibrido; ~ Parental masculino do hibrido .
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6.3 — Eletroforese de proteinas ‘,
I
Os perfis eletroforéticos referentes as proteinas totais, ze:ﬂas e nio-zeinas, das
sementes de milho dos materiais genéticos, produzidos sob |d1feremes doses de
nitrogénio, estdo apresentados na figura 1A, 1Be 1C rspecuvammte
Para as proteinas totais ¢ as zeinas, ndo foram venﬁgadas alteragdes no
padrao eletroforético em todos os materiais genéticos estudados, ; quando as sementes
E foram produzidas sob diferentes doses de nitrogénio (Figura 1A ?g 1B). Silva (1997)
venﬁcou que os padrdes protéicos de zeina ndo foram alfetados por fungos
assomados as sementes, indicando ser um marcador seguro para a certificagdo da
; pureza genética. Para Rhigheti e Bossio (1981), o padrio de zemilmao ¢ afetado pelos
ﬁtoresamblenws pomapmgadaszemas,mnmsduetammherehmmadam
las informagGes genéticas contidas nas células das plantas. As a—ziemas existem como
 familias multigénicas, sendo codificadas por 75 a 150 genes (Mar!gs, Lindel e Larkins,
1985), as B, v e 8- zeinas sdo cada uma codificada por um ou dpxs genes (Wilson e
; ¥
- Larkins, 1984, citados por Silva, 1998). No entanto, McGregor, Taslovitch e Martin
(1961), demonstraram que a adubagdo nitrogenada aumeutou a concentragio de
“proteina no grdo. Tsai, Huber e Warrem (1978), observaram que quando as plantas
ﬁoramculnvadas sem adubag3o nitrogenada, o teor de zeina foi reduzxdo € o de lisma

X

aumentou, o que ndo foi confirmado nesta pesquisa. i

i

Aszemassaoasprotemasquemmossoﬁunmﬂummadeﬁtom
ambxentaxs por isso sd0 utilizadas como marcadores na 1dam/ﬁi?ﬂlg_£risj}
certificagio da pureza genética (Righeti e Bossio, 1981)(Anavs padrio da
‘proteina total, foi possivel diferenciar a linhagem utilizada como parental feminino do
hlbndo e da linhagem utilizada como parental masculino. Ia os padrdes das
. zeinas obtidos através dessa técnica, ndo gerou um pohmorﬁ o suficiente que
i’penmﬂsse diferenciar as linhagens dos seus respectivos hibndo,s Vale ressaltar

!
i
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FIGURA 4 - Padrao eletroforético de zeinas (A), ndo-zeinas (B) e proteinas Totais (C), das sementes dos materiais genéticos

UFLA 5 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (1, 2 e 3, respectivamente), 4/2 produzidas com 0, 60 ¢ 120 kg de

N/ha (4, 5 e 6, respectivamente), UFLA 2 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (7, 8 e 9, respectivamente), UFLA

6 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (10, 11 e 12, respectivamente), 5/1 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha

(13, 14 e 15, respectivamente), UFLA la produzidas com 0, 60 ¢ 120 kg de N/ha (16, 17 e 18, respectivamente),

UFLA 1b produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (19, 20 e 21, respectivamente), 1/3 produzidas com 0, 60 e 120 kg

" de N/ha (22, 23 e 24, respectivamente), UFLA 4 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (25, 26 e 27,
respectivamente).
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Que, provavelmente essa diferenciagio ndo foi possivel em ,funqﬁo do método
utilizado, uma vez que, segundo Wilson (1984), para a uﬁlizaéoic;iessa proteina, com
essa finalidade, € necessaria a utilizagio da técnica de focalizagio poeletrm

As ndo-zeinas apresentaram alteragio nos perfis eletroforetlcos em funcdo
das doses de nitrogénio utilizadas na produgdo das sementes (Figura 1C). Para as
lmhagens UFLA 5(1,2e3), UFLA 2 (7,8 ¢ 9) e para oshibnﬁos 4/2(4,5e6)e
5/1 (13, 14 e 15), as sementes provenientes de campos que reoeberam 60 kg de
1 N/a (2, 8 5 e 14 respectivamente) apresentaram um maior numero de bandas e
-uma intensidade maior que as das sementes produzidas com 0: é 120 kg de N/ha.
‘Venﬁcou-se ainda, para essas cultivares, menor mteumdade de bandas em
‘'sementes produzidas com 120 kg de N/ha. As alteragdes observadas nos padroes
das ndo-zeinas, fungio das diferentes doses de nitrogeénio, poderao comprometer

|as avaliagdes durante a certificagdo da pureza genética em lotos de sementes de
mitho. As ndo-zeinas sfio uma fragdo bastante heterogénea e Qomplexa (Lopes e
;Larkms 1993).

Silva (1998), trabalhando com as ndo-zeinas, mdxcou que esta

}complexxdade pode ter interferido nas avaliagGes de dens:tomgtna e as analises
iestatisticas dessa fragSio apresentaram maiores valores pard: o coeficiente de

rilgao de nitrogeénio,
xobservaram que o endosperma armazenou pequena quarmdadT de zeina, mas as

;variat;io Tsai et al. (1983), trabalhando sob condigGes de

i\fraq\:o&s protéicas ndo-zeinas nao foram afetadas. 1
- .es
‘6.4 - Anilise de isoenzimas !

' Os perfis isoenzimaticos das sementes das cultn}ares utilizadas e
aproduzxdas sob diferentes doses de nitrogénio estdo apr&seutadés nas Figuras 2A,
le e2C. |

1
d

l i
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FIGURA 2 — Padrao eletroforético das isoenzimas catalase (A), esterase (B) e malato desidrogenase (C), das sementes dos materiais
genéticos UFLA 5 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (1, 2 e 3, respectivamente), 4/2 produzidas com 0, 60 e 120 kg de
N/ha (4, 5 e 6, respectivamente), UFLA 2 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (7, 8 e 9, respectivamente), UFLA 6
produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (10, 11 e 12, respectivamente), 5/1 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (13, 14 e
15, respectivamente), UFLA la produzidas com 0, 60 ¢ 120 kg de N/ha (16, 17 e 18, respectivamente), UFLA 1b
produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (19, 20 e 21, respectivamente), 1/3 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (22, 23 e
24, respectivamente), UFLA 4 produzidas com 0, 60 e 120 kg de N/ha (25, 26 e 27, respectivamente).
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Pode-se observar através do perfil eletroforético da catalase (Figura 2A),
que o hibrido 5/1 (13, 14 e 15) e a linhagem UFLA 1a (16, 17\‘e 18)ea UFLA 1b
(19, 20 €21), apresentaram uma reducdo da intensidade de baiidas, a medida que
_aumentou-se 2 dose de nitrogénio utilizada na produgio de sementes. Esses

: resultados reforgam os resuitados do teste de germinago, que foram apresentados
‘no capitulo anterior, em que as cultivares produzidas com; maiores doses de
nitrogénio apresentaram menor vigor. Essa redugio da mterljsldade das bandas
§;‘tem sido mostrada em sementes submetidas ao envelhetﬁmmto acelerado.
Drochioiu Cristea e Strajeru (1993), pesquisando a enzima ;t:atalase, verificou

ique umidade relativa alta, temperatura elevada e o aumento do tempo de
ienvelhecimento reduziram a atividade dessa enzima. Quando a semente é
|tenvelhec1da ocorre uma maior peroxidagdo de lipidios e uma redugio na
,_latmdade das enzimas “scavenger”, removedoras de peroxldosl, como a catalase,
:.jperoxidase, superperdxido dismutase e ascorbato peroxidase (.Ilgng e Sung, 1994,
Nkang, 1988; Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991). |

Através dos padrdes isoenzimiticos da esterase, foi péssivel observar a
distingdo das linhagens de seu respectivo hibrido, e foi : observado pelos
mmogramas (Figura 2B), que as doses de nitrogénio, utlhmdas na producdo das
semem&s ndo alterou o numero e intensidade de bandas dessa enzima. Dessa
forma, sugere-se o uso desta em programas de certificagio dg pureza genética.
tontudo, ha de se considerar que a mesma esta envolvida na hi&:élise de ésteres e
desempenha um papel importante no metabolismo de lipideos, ;sendo este ponto
importante no processo deteriorativo das sementes (Brandio J r.; 11996).

Pinto, Sader e Lemos (1995), citam que as doeng‘fs influenciam o
metabolismo das plantas e a atividade das isoenzimas, especialmente as esterases,
peroxxdam fosfatases e fenolases, causando o apareclmento de padrdes ou
atmdades diferentes. Segundo Vieira (1996), detemun?das isoenzimas
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apresentam modificacdes em seus padrdes eletroforéticos em fungdo da
associagdo fungo/semente. Silva (1997), observou uma diminuigio da intensidade
de bandas das enzimas alcool desidrogenase, peroxidase, esterase e glutamato-
oxalacetato transaminase em sementes associadas com microrganismos.

A malato desidrogenase é responsavel pela catalizagio da reacdo de
malato 3 oxaloacetato no ciclo de Krebs. Satters, Abdel-Ghany e Elbagoury
(1994), observaram em soja que a malato desidrogenase foi a menos afetada nos’
testes de envelhecimento acelerado. Gomes (1999), trabalhando com milho,
obteve resuitado semelhante, em que os padrdes eletroforéticos desta enzima
permaneceram inalterados com o envelhecimento. No presente estudo, esta
enzima. manteve seu padrio isoenzimitico inalterado, independente da dose de
nitrogenio aplicado no solo, por ocasifio da produgdo de semente. Todavia, a
referida enzima, por si s6, ndo foi eficiente em separar as linhagens e hibridos
testados (Figura 2C).



7- CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram conféluir que:

O aumento da adubagio nitrogenada afeta o nimero de ﬁ[)liolos expostos das
pléntulas, a data de florescimento e a altura das plantas e da i msemo da primeira
I\ espiga; 3
!‘ As diferentes doses de nitrogénio aplicadas durante a proéiuqao das sementes

: ndo afeta a cor de folha, presenca de antocianina, pllosndade cor de anteras e

! glumas e cor do estilo-estigma; !

A variagdo nas doses de nitrogénio nio afeta os padroes das proteinas

totals da fragdo zeina e das isoenzimas esterase e malato dmdrogenase nao sio
. alterados com o aumento da adubagio nitrogenada. f{‘

‘; Os padroes da isoenzima catalase e da fragio nﬁo—zeinéia sdo alterados em

fun¢io da dose de nitrogénio utilizada. |
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