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RESUMO

Métodos rapidos e eficientes de avaliagdo da qualidade fisiologica sdao
cada vez mais necessarios para a pronta tomada de decisdo durante todas as
etapas da producdo de sementes. Portanto, objetivou-se, através das pesquisas
registradas nesse trabalho, avaliar a eficiéncia do método fisico-quimico de
Pettenkofer na determinagdo da atividade respiratéria e diferenciagdo, pelo
vigor, de lotes de sementes de milho. Os ensaios foram realizados no
Laboratorio Central de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Foram utilizados dezesseis lotes com qualidade fisioldgica variada. Realizaram-
se, para referéncia, os seguintes testes: teor de agua, germinacdo, primeira
contagem da germinagdo, emergéncia, indice de velocidade de emergéncia,
tempo médio de emergéncia, condutividade elétrica, teste de frio, comprimento
de parte aérea, de raiz ¢ massa seca da parte aérea e de raiz. O delineamento
estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado. Também foram feitas analise
das isoenzimas alcool desidrogenase, malato desidrogenase, esterase e o-
amilase. Os testes foram analisados individualmente e coletivamente pelo
somatoério do desempenho do lote em cada teste. Houve baixa correlagdo entre o
Pettenkofer e os outros testes, tanto pela analise de correlagdo simples (r) quanto
pela analise do desempenho relativo. A analise isoenzimatica mostrou relagdo
com a qualidade fisiologica, mas com limitagdes. Com esses resultados, conclui-
se que o tempo de duas horas de permanéncia no aparelho e 24 horas de pré-
embebicdo nao foi eficiente para a cultura do milho. Mas o método de
Pettenkofer se mostra promissor, por ter bons fundamentos teéricos e alta
capacidade de distingdo pelo vigor, necessitando de alguns ajustes.

Palavras-chave: Testes de vigor. Aparelho de Pettenkofer. Isoenzimas.



ABSTRACT

Rapid and reliable methods for evaluating the physiological quality are
increasingly needed for the imminent decision-making during all the stages of
seed production. Therefore, the objective is through the research reported in this
study to evaluate the efficiency of the Pettenkofer’s physico-chemical method of
determining the respiratory activity and differentiation of lots of corn seeds, by
the vigor. The tests were performed in the Central Laboratory of Seeds at
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Sixteen lots were used with varied
physiological quality. The following tests were applied, for reference: moisture
content, germination, germination first count, seedling emergence, rate of
emergence, mean emergence time, electrical conductivity, cold test, length of
shoot and root and dry mass of shoot and root. The design used for statistical
analysis of data was ramdomized. Analysis of isozymes alcohol dehydrogenase,
malate dehydrogenase, esterase and a-amylase, were also made. The tests were
examined individually and collectively by the sum of the performance of the lot
in each test. It was seen low correlation between the Pettenkofer and other tests,
both by simple correlation analysis (r) and by analysis of relative performance.
Isoenzyme analysis was related to the physiology, but with limitations. With
these results, the conclusion is that the time of two hours inside the unit and 24
hours pre-soaking is not efficient for the corn crop. But the Pettenkofer’s method
is promising for having good theoretical fundamentals and high capacity of
distinction by the vigor, requiring some adjustments.

Keywords: Pettenkofer’s equipment. Vigor tests. Isoenzymes.
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1 INTRODUCAO

O milho ¢ uma das poaceas mais cultivadas. Produz graos de elevado
valor nutritivo sendo muito empregado na alimentagdo humana e,
principalmente, animal. Os sistemas de producdo de sementes de milho sdo
caracterizados por serem extremamente competitivos, devendo ser fornecido um
produto final de alto valor agregado e elevada qualidade.

A qualidade da semente pode ser conceituada como o somatdrio dos
atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios que afetam a capacidade de
originar plantas com maior produtividade. Os quatros componentes basicos da
qualidade das sementes s3o de importincia equivalente, mas o potencial
fisiologico geralmente tem sido considerado com atencdo especial da pesquisa
(MARCOS FILHO, 2005).

O teste de germinacdo, por ser realizado em condigdes ideais e
artificiais, permite a obtencdo da porcentagem maxima de germinacdo de um
lote de sementes. No entanto, em virtude das informagdes fornecidas por esse
teste nem sempre refletirem o comportamento das sementes em condigdes de
campo, principalmente nas adversas, foram desenvolvidos conceitos e testes
para a avaliacdo do vigor.

O emprego de varios testes de vigor tem se constituido em alternativa
para estimar o comportamento das sementes em uma ampla faixa de condigdes
ambientais. A identificagdo de testes que fornecam uma margem segura quanto
ao comportamento das sementes em campo vem sendo uma busca incessante e
uma necessidade. A escolha desses métodos de avaliacdo deve observar o
atendimento dos quesitos de rapidez, objetividade, simplicidade, economia e
reprodutibilidade, além de permitir a interse¢@o dos dados obtidos em diferentes

testes.
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O maior interesse atualmente, ao avaliar a qualidade fisioldgica das
sementes, ¢ a obtengdo de resultados confidveis em periodo de tempo
relativamente curto. A rapidez nesta avaliagdo permite a pronta tomada de
decisdes durante diferentes etapas da producao de sementes.

Os testes rapidos mais estudados estdo relacionados com os eventos
iniciais da seqiiéncia de deterioragdo como a degradagdo das membranas
celulares, atividade respiratéria e diminuicdo da biossintese. A maioria dos
métodos possui certas limitagcdes de ordem pratica, técnica ou econdmica, mas
todos apresentam potencialidades varidveis, que precisam ser trabalhadas,
mesmo porque a pesquisa relativa a testes rapidos, ainda, ndo foi completamente
esgotada (AMARAL, 1994).

Algumas pesquisas relacionando atividade respiratoria de sementes com
germinagdo, lixiviagdo mineral, armazenamento e deterioracdo ja foram feitas,
mas as informacdes ainda sdo raras e inconsistentes. Um dos primeiros sinais de
deterioragdo de sementes ¢ o rapido aumento na taxa respiratoria
(GUIMARAES, 1999).

Dessa forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de separar
lotes de sementes de milho em diferentes niveis de qualidade por meio da
quantificacdo da atividade respiratoria pelo método fisico-quimico de

Pettenkofer.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho no Brasil

No agronegdécio brasileiro, em termos de area explorada, a cultura do
milho ¢ a segunda mais cultivada, atrds somente da cultura da soja. O Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de grdos de milho (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
2010). A taxa de utilizacdo de sementes para essa cultura também ¢ alta e
significativa, atingindo 84% na safra 2009/2010 (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE SEMENTES E MUDAS — ABRASEM, 2011).

Com o surgimento dos hibridos na década de 30-40 e sua viabilizagdo
para produg¢do em escala comercial, iniciou-se uma inversdao na atuagdo de
instituicdes publicas e privadas. As sementes de milho foram os primeiros
produtos certificados a serem comercializados no mercado nacional. Nas
décadas de 60-70, as instituigdes publicas eram as que detinham a tecnologia da
produgdo, desde o melhoramento genético até a distribuigdo para os agricultores,
enquanto as empresas privadas possuiam fungdes como multiplicacdo e
comercializagao.

A partir da década de 80, com a redugdo de recursos para a pesquisa nas
instituicdes publicas, juntamente com a valorizac¢do da utilizacdo de sementes, as
empresas publicas reduziram o seu campo de atuacdo e as empresas privadas
investiram mais em, praticamente, todas as etapas da producdo de sementes de
milho.

Juntamente a esses aspectos, iniciou-se uma grande campanha de
marketing para utilizagdo de sementes melhoradas e, assim, os rendimentos
aumentaram gradativamente. Atualmente, a cooperacao entre empresas publicas,

que concentram seus esfor¢os na conservagdo de germoplasma e producgdo de
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sementes de milho para fins especificos (resistentes a estresses ambientais), e
empresas privadas, que investem em tecnologia de producdo e pesquisas de
ponta, faz com que toda a cadeia produtiva se beneficie (MARTIN et al., 2007).

O negocio de sementes de milho no Brasil engloba cerca de 20 empresas
produtoras de sementes. A cadeia de producdo agroindustrial de sementes de
milho é complexa e a coordenagdo eficaz de todas as atividades envolvidas
garante a competitividade da empresa e o fornecimento de sementes no
momento certo, com qualidade satisfatéria e minimo custo. Nesse mercado
extremamente competitivo exigem-se materiais de excelente qualidade que
resultem em alta produtividade, pois o investimento em sementes, produtos
fitossanitarios, fertilizantes e maquinas de elevado valor aumentam o custo de

producdo (JUNQUEIRA; MORABITO, 2006).

2.2 Avaliacdo da qualidade de sementes

A qualidade da semente pode ser conceituada como o somatorio dos
atributos genéticos, fisicos, fisiolégicos e sanitarios que influenciam a
capacidade de originar plantas com maior produtividade. A alta qualidade da
semente reflete diretamente no resultado final da cultura, em termos de auséncia
de moléstias transmitidas pela semente, do alto vigor das plantas, da maior
produtividade e de uniformidade da populacio (BRACCINI et al., 1999;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; POPINIGIS, 1977).

A avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes ¢ realizada pelo teste
de germinagdo, porém este teste tem limitagdes por fornecer resultados que
superestimam o potencial fisiolégico das sementes, devido ao fato de ser
conduzido sob condigdes ideais e artificiais. No entanto, as condigdes adversas
como umidade do solo, clima, competicdo, entre outras, podem impor uma

desuniformidade entre o teste de germinagdo e os resultados de campo
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(HILHORST et al., 2001). Portanto, esse teste, aplicado isoladamente, muitas
vezes ndo ¢ eficiente para predizer o comportamento das sementes no campo

(BYRUM; COPELAND, 1995).

2.3 Testes de vigor

Para complementar as informagdes do teste de germinagdo criou-se o
conceito de vigor. Varios testes de vigor foram entdo desenvolvidos procurando
precisar o comportamento de lotes de sementes em campo com dados obtidos
em laboratorio (MCDONALD JUNIOR; WILSON, 1979).

De acordo com o relato de varios pesquisadores, a introdu¢do do termo
vigor foi, primeiramente, atribuida a Nobbe, em 1876, que utilizou a palavra
“triebkraft”, com significado de “for¢a motriz” ou “energia de crescimento”, ao
discorrer sobre o processo de germina¢do (ASSOCIATION OF OFFICIAL
SEED ANALYSTIS - AOSA, 1983 apud KRZYZANOWSKI; VIEIRA;
FRANCA NETO, 1999).

Em 1950 o pesquisador W. J. Franck, presidente da International Seed
Testing Association (ISTA) na época, apresentou uma proposta para que oS
testes conduzidos em substratos artificiais e condi¢des oOtimas fossem
denominados testes de germinacdo e que seus resultados fossem oficializados
como parametros balizadores dos padrdes de sementes para comercializacdo. E
os testes conduzidos em solo deveriam ser chamados testes de vigor
(KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA NETO, 1999). Dessa forma, ficou
caracterizado que a habilidade de um lote de sementes estabelecer plantulas em
campo deveria ser denominado vigor (FRANK, 1950).

Atualmente o vigor ¢ definido pela AOSA (1983) como as propriedades
da semente que determinam o potencial para emergéncia rapida e uniforme, com

o crescimento de plantulas normais, sob ampla faixa de condigdes do ambiente.
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Na mesma linha de raciocinio a ISTA (2006) define vigor como um indice do
grau de deterioracdo fisiologica e/ou integridade mecanica de um lote de
sementes de alta germinagdo, representando sua ampla habilidade de
estabelecimento no ambiente.

Os testes de vigor tém como objetivos basicos detectar diferencas
significativas na qualidade fisiologica de lotes com alta germinagdo e separar
lotes em diferentes niveis de vigor de maneira proporcional a emergéncia em
campo, resisténcia ao transporte e potencial de armazenamento (MARCOS
FILHO, 2005; PESKE; LUCCA FILHO; BARROS, 2006).

Os métodos para a avaliagdo do vigor podem ser classificados em
diretos, quando realizados no campo ou em condi¢des de laboratorio que
simulem fatores adversos de campo; ou indiretos, quando realizados em
laboratorio, mas avaliando as caracteristicas fisicas, fisiologicas e bioquimicas
que expressam a qualidade das sementes (PINA-RODRIGUES; FIGLIOLIA;
PEIXOTO, 2004). De modo geral, o baixo vigor das sementes ¢ associado a
redugdes na velocidade e uniformidade da emergéncia, no tamanho inicial das
plantulas, na producdo de massa seca, na area foliar e consequentemente nas
taxas de crescimento da cultura (HOFS, 2003; KOLCHINSKI;
SCHUCH;PESKE; 2006; MACHADO, 2002; SCHUCH, 1999).

Mas vale ressaltar que os diferentes métodos ndo foram desenvolvidos
para predizer o nimero exato de sementes que germinard em campo. Sabe-se
que um resultado de 85% no teste de frio ndo significa que 85% das plantulas
vao sobreviver no campo, mas sim que um lote com 85% de germinacao, apos o
teste de frio, tem maior probabilidade de sobreviver em campo, sob estresse, que
um lote onde o resultado tenha sido de 70%. Se as condi¢cdes de campo se
aproximam das ideais, a emergéncia de plantulas de ambos os lotes sera,

provavelmente, semelhante. Mas se as condigdes de estresse durante a
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germinacdo, desenvolvimento de plantulas ou durante o armazenamento forem
drasticas, mesmo o lote mais vigoroso pode fracassar.

A escolha do método de avaliagdo do vigor deve observar o atendimento
dos quesitos de rapidez, objetividade, simplicidade, economia e
reprodutibilidade, além de permitir a interse¢do dos dados obtidos em diferentes
testes (CALIARI; SILVA, 2001). Entretanto, na tentativa de padronizagdo dos
testes de vigor sdo encontradas certas dificuldades, tendo em vista que o vigor
pode ser refletido por intermédio de varias caracteristicas como velocidade de
germinagdo, uniformidade de emergéncia de plantulas, resisténcia ao frio entre
outras (PADUA, 1998).

Sao considerados eficientes os testes que permitem separar os lotes em
diferentes categorias de vigor, principalmente quando possuem germinacao
equivalente, desde que essas informagdes correspondam ao mesmo grau de
separacdo proporcionado pela emergéncia das plantulas em campo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; ROSSETTO; MARCOS FILHO, 1995).
A andlise da qualidade fisiologica de sementes deve ser vista como uma
atividade dindmica, que apresente evolucdo constante, tanto pelo aprimoramento
dos meios disponiveis para a avaliagdo da qualidade das sementes como pela
incorporacao de novos métodos (NOVEMBRE, 2001).

Talvez, o maior interesse atualmente seja a obtenc¢do de resultados
confidveis em periodo de tempo relativamente curto para permitir a pronta
tomada de decisdes durante diferentes etapas da producdo de sementes (DIAS;
MARCOS FILHO, 1996). Os testes rapidos mais estudados estdo relacionados
com os eventos iniciais da seqiiéncia de deterioragdo (DELOUCHE; BASKIN,
1973) como a degradagdo das membranas celulares, atividade respiratéria e
diminuicdo da biossintese (DIAS; MARCOS FILHO, 1996). A maioria dos
métodos apresenta certas limitacdes de ordem pratica, técnica ou econdmica,

mas todos apresentam potencialidades varidveis, ¢ a continua¢do dos estudos e
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geragdo de novos testes torna-se imprescindivel para garantir a manutengdo da

exceléncia no mercado sementeiro.

2.3.1 Condutividade elétrica

A perda de eletrdlitos das sementes para a agua de embebicdo pode ser
detectada avaliando-se a condutividade elétrica desses lixiviados (POWELL,
1986). O teste de condutividade elétrica baseia-se no principio de que, com o
processo de deterioracdo, ocorre aumento da lixiviagdo dos constituintes
celulares das sementes embebidas em agua, devido a perda da integridade dos
sistemas de membranas celulares (BRANDAO JUNIOR et al., 1997;
HEPBURN; POWELL; MATTHEWS, 1984). Assim, considera-se o vigor das
sementes inversamente proporcional a leitura da condutividade -elétrica
(VIEIRA, 1994; VIEIRA; KRYZANOWSKI, 1999).

A determinagdo da condutividade elétrica da solugdo de embebigdo da
semente, como teste de vigor, ¢ recomendada para sementes de ervilha e

sugerida para as de soja (AOSA, 2002).

2.3.2 Teste de frio

O teste de frio, que tem como principio basico a exposi¢ao das sementes
a baixa temperatura, alta umidade e agentes patogénicos (quando se utiliza terra
procedente de areas de cultivo da espécie), pode funcionar como instrumento de
grande valor para a selecdo prévia de lotes de sementes, quanto ao seu
desempenho, em uma ampla faixa de condi¢des ambientais.

Esse ¢ considerado um teste de resisténcia, pois o lote de sementes que
melhor resistir as condi¢des adversas ¢ considerado o de maior potencial

fisiologico. De forma geral, se os resultados do teste de frio se aproximarem dos
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obtidos no teste padrdo de germinagdo, ha grande possibilidade de esse lote
apresentar capacidade para germinar sob ampla variagdo das condi¢des de

umidade e temperatura do solo (CICERO; VIEIRA, 1994).

2.3.3 Comprimento e massa seca de plantulas

Os testes de massa seca e comprimento de plantulas partem do
pressuposto, assim como o de velocidade de germinag@o, que sementes mais
vigorosas originardo plantulas com maiores taxas de desenvolvimento e ganho
de massa. Isso porque sementes com alto vigor apresentam maior capacidade de
transformacgdo dos tecidos, ou seja, rapida degradagdo das reservas dos tecidos
de armazenamento para utilizagdo destes na composicdo e formacdo do eixo

embrionario (DAN et al., 1987).

2.3.4 Analise eletroforética de isoenzimas

Outra forma de monitorar alteracdes na qualidade fisiologica de
sementes € por meio de avaliacdo de variagdes bioquimicas nos perfis de
proteinas e de enzimas especificas, ja que segundo Copeland e McDonald (2001)
a deteriora¢do de sementes degrada e inativa enzimas, favorecendo a perda de
vigor.

A perda da viabilidade das sementes no processo de deterioracdo €
precedida por redu¢do na capacidade de sintetizar proteinas devido ao declinio
de componentes como ribossomos, RNA mensageiro e alteragdes em nivel de
transcricdo e tradugdo com o envelhecimento das sementes. Sendo assim, os
testes mais sensiveis para determinar o estddio de deterioragdo sdo aqueles que
medem a atividade de certas enzimas associadas com a quebra das reservas ou a

biossintese de tecidos novos (VIEIRA, 2002).
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Um grande avango na area da bioquimica, nos ultimos anos, foi possivel
pelo uso da eletroforese de proteinas (BARROS, 1991; GOTTLIEB, 1977). A
eletroforese ¢ um processo de difusdo for¢cada, num campo elétrico, através de
um meio suporte, em que uma corrente continua ¢ empregada para separar as
isoenzimas (diferentes formas moleculares de uma mesma enzima), com base
nos efeitos de peneiramento molecular e diferengas de cargas eletrostaticas
(BREWER; SING, 1970; PASTEUR et al., 1988; TANKSLEY; ORTON, 1983).

O procedimento eletroforético tornou-se um poderoso instrumento na
separa¢do ¢ identificagdo de enzimas, quando foi combinado, por Hunter e
Markert (1957), com o uso de corantes, o que permitiu a identificacdo de
enzimas particulares entre inumeras que possam estar presentes em um extrato
de semente (BARROS, 1991).

Entre as enzimas mais pesquisadas como marcadores de qualidade
fisiologica estdo aquelas que atuam no processo de respiragdo, a exemplo da
malato desidrogenase ¢ alcool desidrogenase, ou aquelas envolvidas no
metabolismo de ligacdo nitrogénio-carbono, (fundamental no processo de
germinacdo de sementes) como a glutamato desidrogenase ou ainda aquelas que
possuem fungdes especificas no metabolismo dos lipideos como é o caso das
esterases, que também estdo ligadas a desestruturagdo do sistema de membranas.

A AOSA (1991) recomenda para milho: alcool desidrogenase, malato
desidrogenase, esterase, fosfatase acida e glutamato-oxalacetato transaminase.
Estudando esses sistemas, Salgado (2001) observou que apenas a esterase ¢ a
malato desidrogenase apresentaram atividades, tanto nas sementes como nos
tecidos dos coleoptilos e das folhas de milho.

A a-amilase ¢ uma enzima importante na hidrélise do amido, sendo
responsavel por 90% da atividade amilolitica em semente de milho e sua
atividade esta relacionada com altas temperaturas (JOSE et al., 2004). Sua

atuacao como marcador de qualidade fisiologica também ¢ bastante estudado.
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Malato desidrogenase, alcool desidrogenase sdo enzimas envolvidas no
processo de respiragdo. A enzima alcool desidrogenase (ADH) reduz acetaldeido
para etanol no metabolismo anaerobico. Quando a atividade da ADH diminui, a
semente fica mais susceptivel a agdo deletéria do acetaldeido (ZHANG et al.,
1994). A enzima malato desidrogenase (MDH) catalisa a conversdo de malato a
oxalacetato, tendo uma importante fun¢do dentro do ciclo de Krebs, além de
participar do movimento do malato através da membrana mitocondrial ¢ da
fixacdo de CO, nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A esterase ¢ uma enzima envolvida em reagdes de hidrolise de ésteres.
Esse grande grupo de enzimas hidroliticas libera acidos graxos dos lipideos, que
sdo usados na oxidagdo como fonte de energia para a germinac¢do. Enquanto
muitos desses lipideos sdo provenientes de lipossomos, alguns sdo constituintes
de membranas, cuja degradagdo aumenta com a deterioragdo. Avaliando a
atividade da esterase, durante a deterioragdo de sementes de amendoim, Aung e
McDonald (1995), observaram decréscimo na sua atividade total, com o
aumento de deterioracdo tanto em sementes embebidas como ndo embebidas.
Menezes (2005), estudando diferentes niveis de qualidade fisiologica de
cultivares de milho observaram que padrdes isoenzimaticos de esterase
apresentam-se polimorficos.

Camargo et al. (2000) observaram que o envelhecimento artificial,
induzido por alta temperatura e umidade relativa de 100%, em sementes de
eucalipto, proporcionaram um aumento nas atividades da malato desidrogenase e
nas isoenzimas a-amilase 2 e 3, diminui¢do acentuada da atividade da a-amilase
1 e atividade baixa para a fosfatase acida.

Silva et al. (2008), estudando a agdo de bioestimulantes, verificaram que
para a enzima o -amilase houve menor atividade nas sementes quando tratadas

com Stimulate® e Booster®, e que ndo houve diferencas nos padrdes
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eletroforéticos para a catalase em sementes submetidas aos diferentes

tratamentos.

2.3.5 Andlise da atividade respiratéria

Dentre os varios procedimentos utilizados na determinagdo do vigor,
uma das alternativas seria submeter as sementes a medigcdo da atividade
respiratoria em condi¢do de laboratorio. Esse procedimento ndo ¢ comum, mas
pode se tornar uma importante ferramenta de auxilio a tomada de decisdes sobre
a qualidade de um lote de sementes (MENDES et al., 2009).

A respiracdo € a oxidacdo completa de compostos de carbono a CO, e
agua, através de uma série de reacdes, usando oxigénio como aceptor final de
elétrons. Sucintamente, ¢ a oxidagdo de compostos orgéanicos para a producao de
energia e compostos secundarios. A energia ¢ liberada e conservada na forma de
ATP, o qual pode ser prontamente utilizado para a manutengdo e o
desenvolvimento da planta ou da semente (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os substratos
respiratorios podem ser carboidratos como amido, sacarose, frutose, glicose e
outros acucares; lipidios; acidos organicos e proteinas (MARENCO; LOPES,
2007).

Entre os fatores do ambiente, a agua é o fator que mais influencia o
processo de germinagdo. Com a absor¢do de dgua, por embebicdo, ocorre a
reidratac@o dos tecidos e, consequentemente, a intensificacdo da respiragdo e de
todas as outras atividades metabodlicas, que resultam com o fornecimento de
energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por parte do
eixo embrionario.

Pina-Rodrigues, Figliolia e Peixoto (2004) relatam que a primeira
atividade metabolica das sementes, logo apds a reidratacdo, € a respiragdo. De

quase nula, ela passa a valores elevados em relativamente pouco tempo,
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dependendo da espécie. A atividade e integridade das mitocondrias de embrides
vidveis aumentam a partir do inicio da embebicdo, tornando mais eficiente a
producdo de Adenosina trifosfato (ATP — forma de armazenamento de energia),
refletindo a elevagdo do consumo de oxigénio e consequentemente maior
liberagdo de CO, (BEWLEY; BLACK, 1994).

A respiragdo, a atividade de enzimas e de organelas e a sintese de
proteinas sdo eventos fundamentais para o desenvolvimento normal do processo
de germinagdo e preparo para o crescimento subsequente do embrido.
Importantes macromoléculas, como DNA e RNA, proteinas, lipidios, clorofilas,
carotenoides e fitormonios, sdo formadas por esqueletos carbonados desviados
da via respiratoria. Para a sintese desses novos materiais indispensaveis ao
crescimento, sd0 necessarias também substancias de alto poder redutor (NADH,
FADH,) e elevado conteudo energético (ATP). Portanto, nem todo carbono
contido no substrato respiratorio ¢ liberado na forma de CO,, e nem todos os
elétrons contidos nos nucleotideos reduzidos (NADH, FADH,) se combinarao
com O, para produzir H,O (MARENCO; LOPES, 2007).

A velocidade respiratoria da semente ¢ influenciada pelo seu grau de
umidade, pela temperatura, pela permeabilidade das membranas, pela tensdo de
oxigénio e gas carbonico e pela luz. O aumento da atividade respiratéria da
semente pode ser avaliado pela quantidade de gas carbonico liberado, pela
quantidade de oxigénio consumido ou pela relagdo entre CO, liberado e O,
consumido denominada quociente respiratorio (QR) (POPINIGIS, 1977).

M¢étodos para a medicdo da respiragdo estdo relacionados com a perda
de massa seca e/ou com trocas gasosas. No entanto, medir a variacdo de massa
seca das sementes requer grande quantidade de material e implica na sua
destrui¢io (MARENCO; LOPES, 2007). Ja os métodos baseados em trocas

gasosas requerem menos material e ndo sdo destrutivos.
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Os métodos mais utilizados, baseados em trocas gasosas, sdo o
respirdmetro de Warburg e o eletrodo de Clark, que consistem na medigdo
manométrica do O, consumido, o analisador de gas infravermelho (IRGA) e os
métodos fisico-quimicos que se baseiam na retencdo de CO, em uma base e em
sua determinagdo por titulometria, colorimetria ou condutivimetria (MAESTRI;
ALVIM; SILVA, 1998).

Dentre as diferentes formas de verificar a qualidade fisiolégica em
sementes, o processo de respiragdo merece atengdo, pela alta relacdo entre este
fenomeno e¢ a qualidade da semente. A melhor forma de avaliar o processo
respiratorio ¢ através da quantificacdo de CO; liberado (CRISPIM et al., 1994).

A determinagdo da atividade respiratéria de sementes de milho pelo
método fisico-quimico de Pettenkofer, e a correlacdo dos resultados com outros
testes de determinacdo da qualidade fisiologica de sementes, tanto testes de
vigor quanto marcadores moleculares pode se constituir em uma alternativa
promissora para a adog@o de mais um teste rapido de vigor, de baixo custo e de

facil execugdo.



24

3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos nos Laboratérios de Analise de Sementes
da Universidade Federal de Lavras, MG. Foram utilizados 16 lotes de sementes
de milho com vérios niveis de qualidade fisiologica provenientes de diversas
empresas. (Anexo — Tabela 1F).

As sementes foram submetidas aos seguintes testes e determinagoes:

3.1 Determinagdo do teor de agua

Realizado pelo método da estufa, aos 105°C por 24 horas, com trés
repeticdes de 50 sementes por tratamento, de acordo com as Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009) e os resultados expressos em porcentagem com

base no peso umido.

3.2 Germinacéo

Foram utilizadas quatro repetigdes de 50 sementes, semeadas em rolo de
papel germitest, umedecido em agua com 2,5 vezes o peso do substrato. Os rolos
foram mantidos em germinador aos 25°C, realizando-se a primeira contagem
no quarto dia e a contagem final no sétimo dia apos a semeadura. Foi computada

a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).
3.3 Emergéncia
Realizou-se a semeadura em canteiro com substrato terra: areia na

proporg¢do 1:2. Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 50 sementes por tratamento

e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais ao 14° dia.
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Paralelamente ao teste de emergéncia foi calculado o indice de velocidade de
emergéncia, computando-se diariamente o nimero de plantulas emergidas e
utilizando a férmula proposta por Maguire (1962) ¢ o tempo médio de

emergéncia, conforme Labouriau (1983).

3.4 Teste de frio

A semeadura foi realizada em bandejas plasticas contendo substrato
terra: areia, na propor¢do de 1:2, sendo o solo proveniente da area experimental
da UFLA cultivada com milho. A umidade do substrato foi ajustada para 70%
da capacidade de reteng¢do. Cada tratamento foi composto por quatro repeti¢des
de 50 sementes. Apos a semeadura, as bandejas foram colocadas em camara fria
aos 10°C, por 7 dias. Posteriormente, foram transferidas para camara de
crescimento vegetal, & temperatura de 25 °C, em regime alternado de luz e
escuro (12 horas), onde permaneceram por mais 7 dias, quando foi avaliado o

numero de plantulas normais emergidas.

3.5 Condutividade elétrica

Utilizaram-se quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento. As
sementes foram pesadas, pré-lavadas com dgua destilada para minimizar o efeito
do tratamento quimico e acondicionadas em copos descartdveis com 75 ml de
agua deionizada, mantidas em BOD a uma temperatura de 25 °C por um periodo
de 24 horas. Em seguida foram realizadas as leituras da condutividade em um
condutivimetro DIGIMED CD-21 e os resultados expressos em pS cm™ g de
sementes (KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA NETO, 1999).
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3.6 Comprimento de plantulas

Utilizou-se quatro repeti¢cdes de 14 sementes semeadas com a ponta da
radicula voltada para baixo, no ter¢o superior do papel pré-umedecido em agua
com 3 vezes seu peso seco. Os rolos de papel foram envoltos em saco plastico
preto para evitar a perda de umidade. Foram mantidas em germinador aos 25°C
por sete dias, medindo-se, apos isso, o comprimento da parte aérea e da raiz de
cada plantula normal. Essas plantulas foram seccionadas e separadas em parte
aérea e raiz e colocadas separadamente em sacos de papel. Apds isso, foram
acondicionadas em estufa com circulacdo de ar forgado aos 60°C por 48 horas,
pesadas e o valor obtido dividido pelo nimero de plantulas inicial, obtendo os
dados de massa seca da parte aérea e da raiz em mg.plantula’

(KRZYZANOWSKI, 1991).

3.7 Anédlises isoenzimaticas

Foram coletadas duas amostras de 50 sementes de cada tratamento e
armazenadas a temperatura de -86 °C. Posteriormente, estas foram maceradas
manualmente na presenga do antioxidante PVP (Polivinilpirrolidona) e
nitrogénio liquido em almofariz.

Subamostras de 100mg do material macerado, foram acrescidas de 250
ul do tampdo de extragdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0) ¢ 0,1% de B-mercaptoetanol.
O material foi colocado em geladeira por 12 horas e depois centrifugado a 14000
rpm por 30 minutos aos 4 °C. A eletroforese em géis de poliacrilamida foi
desenvolvida em sistema descontinuo (7,5% gel de separacdo e 4,5% gel de
concentragdo). O sistema tampao gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8.9.
Para proceder a corrida eletroforética, foram aplicados na canaleta do gel 50 uL

de cada sobrenadante e a corrida realizada aos 4 °C, a 150 V, por 4 horas. Ao
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término da corrida, os géis foram revelados para as enzimas esterase, malato
desidrogenase, alcool desidrogenase conforme Alfenas (2006).

Para a extragdo da enzima o-amilase, as sementes foram colocadas para
germinar em rolo de papel por um periodo de 70 horas. Decorrido esse periodo,
as plimulas e raizes das plantulas foram descartadas e o restante foi triturado em
mortar sobre gelo, na presenca de nitrogénio liquido. Para a extrag¢do, 200 mg do
p6 das sementes foram ressuspendidos em 600 pl do tampéo de extragdo (Tris-
HCI1 0,2 M, pH 8,0 + 0,4% de PVP). A revelacdo foi feita aplicando 40 mL do
extrato proteico nos géis de policrilamida a 7,5% (gel separador - contendo
amido) e 4,5% (gel concentrador). Avaliaram-se as bandas claras em fundo

azulado (revelagdo negativa), devido a reagdo com a amilose.

3.8 Anaélise da atividade respiratéria

Foi avaliada por meio do aparelho de Pettenkofer (Figura 1). O aparelho
¢ constituido por quatro frascos, os dois primeiros contendo hidréxido de s6dio
(NaOH) em 25%, o terceiro contendo 200 g das sementes em analise (frasco de
armazenamento) € o quarto e ultimo contendo hidroxido de bario (Ba(OH),) na
concentragdo de 0,IN. Os frascos sdo vedados com rolhas de silicone,
interligados por uma mangueira e o fluxo de ar é controlado por uma torneira. O
hidroxido de sodio retém o CO, ambiente para que ndo ocorra superestimagao na
medi¢do. O hidréxido de bario reage com o CO, proveniente da respiracdo das
sementes, formando assim carbonato de bario (BaCOs).

As sementes foram pré-embebidas por 24 horas em papel germitest
umedecido com agua destilada. Decorrido esse periodo foram colocadas no
aparelho para iniciar a leitura. Apds duas horas, retirou-se duas aliquotas de 20

ml do sobrenadante para titulagao.
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Figura 1 Aparelho de Pettenkofer

Cada aliquota recebe duas gotas de reagente de cor fenolftaleina e é
submetida a titulacdo com acido cloridrico (HCI) 0,IN em bureta de 50 ml. O
volume de HCI gasto até o ponto de viragem ¢ anotado. Esse volume esta
diretamente relacionado com a quantidade de BaCO; presente na solugdo, que
também ¢é proporcional a quantidade de CO, proveniente da atividade
respiratdria das sementes. E através de calculos estequiométricos é possivel

obter a quantidade de CO, liberado pela respiragdo das sementes.

A formula, ja simplificada, € a seguinte:

(Lb = La) =

1,1.10%
B
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onde:

Lb: leitura da prova em branco (ml)

La: leitura da amostra (ml)

h: tempo de permanéncia no aparelho (horas)

g: massa de sementes usada (gramas)

O resultado é expresso em quantidade de didxido de carbono liberado
por grama de semente por hora (ug CO, g semente™ h™'). Vale ressaltar que esta
formula s6 € valida quando utilizados os reagentes descritos acima, com suas
concentragdes. O aparelho foi instalado dentro de uma camara com controle de

temperatura (25 °C £ 1), ndo havendo interferéncia deste fator na medicao.

3.9 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 4
repeti¢oes em todos os testes. Foi feita a andlise de correlagdo de cada teste de
vigor ja comumente utilizado para o milho com o teste de Pettenkofer. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, com auxilio do software Sisvar®

(FERREIRA, 2000) e comparados pelo teste de Tukey aos 5% de probabilidade.

3.10 Desempenho relativo e taxa de correspondéncia

Os lotes foram ranqueados de acordo com a nota que obtiveram em cada
teste (CALIARI; SILVA, 2001). Essa nota foi estabelecida de acordo com a
classificagdo estatistica no teste de Tukey da seguinte forma: - atribuiu-se 1
ponto positivo para cada lote estatisticamente inferior ao lote em questdo e 1
ponto negativo para cada lote estatisticamente superior. A nota final foi o

somatoério dessas pontuagoes.
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O desempenho relativo foi obtido da seguinte forma: - apds a pontuagao
de cada lote, foi obtido o valor intermediario, calculando-se a média entre os
valores extremos, ou seja, entre a maior ¢ a menor nota. Os lotes com notas
acima do valor intermediario foram classificados como superior a média (SM),
lotes com desempenho igual ao valor intermedidrio foram classificados como
médios (M) e lotes com pontuacdo inferior ao valor intermediario foram
classificados no grupo inferior a média (IM).

A taxa de correspondéncia foi calculada pela comparagdo entre testes
individualmente ou entre grupos de testes com um teste referéncia. Atribui-se o
valor 1 para os lotes classificados no mesmo grupo e 0 para os lotes classificados
em grupos diferentes. A taxa de correspondéncia foi o valor percentual entre o

numero de lotes que permaneceram no mesmo grupo e numero total de lotes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacédo individual dos testes fisicos e fisiologicos

Testes de vigor utilizam situagdes especificas de estresse, para prever o
comportamento relativo dos lotes em campo. Por isso, deve-se utilizar de uma
gama variavel de testes para que os resultados sejam coerentes e consistentes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 1988; WOODSTOCK, 1973). Dessa forma,
varios testes foram aplicados as sementes de milho dos 16 lotes.

O grau de umidade das sementes provenientes de dezesseis lotes de
milho esta explicitado na Tabela 1. Houve diferenga estatistica entre os lotes. A
amplitude de variacdo foi alta, com valores entre 6 e 17%. A umidade das
sementes pode influenciar as avaliagdes e a obtencdo dos resultados
(LOEFFLER; TEKRONY; EGLI, 1988), mas a padronizagdo prévia de todos os
lotes ¢ inviavel para a obtenc@o de resultados rapidos, elemento imprescindivel
para a pronta tomada de decisdo. Considerou-se, portanto, a umidade como
componente determinante do vigor do lote.

O comportamento entre lotes foi significativamente diferente quando
avaliados pelo teste de germinagdo (Tabela 1). A porcentagem de germinagdo
dos lotes 04 e 12 foi menor que a do lote 15 e 16 e a germinagdo do lote 06 foi
estatisticamente inferior.

Os resultados dos testes de vigor, quando comparados entre si, foram
inconsistentes, ou seja, os lotes ndo foram classificados da mesma forma por
todos os testes. Esta observacdo ¢ semelhante a relatada por Caliari e Silva
(2001) que estudaram 45 lotes de sementes de milho, e obtiveram resultados
discrepantes, dependendo do teste de vigor.

A primeira contagem de germinacdo (Tabela 1) diferenciou os lotes em

cinco niveis, e seus resultados correlacionaram de forma significativa e positiva
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com o teste de germinacdo (Anexo - Tabela 1A), com correlacdo linear simples
(r) de 0,8006. A média mais baixa foi a do lote 06 com apenas 31% de plantulas
normais ao quarto dia.

Esse teste baseia-se no principio de que os lotes com maiores
porcentagens de plantulas normais no 4° dia de germinagdo sdo os mais
vigorosos. E um teste rapido e importante ja que a uniformidade e a velocidade
de emergéncia de plantulas sdo os mais importantes componentes dentro do

conceito atual de vigor de sementes (WILLYDER, 2010).

Tabela 1 Grau de umidade médio, Germinagdo (%G) e Primeira Contagem de
Germinagio (PC), dos 16 lotes de sementes de milho

Testes
Umidade %G PC
Lote % Lote % Lote %
3 6,09 a 15 97a 13 89a
5 970 b 16 97a 3 82ab
13 10,04 bc 9 95ab 7 82ab
2 10,81 «cd 8 94ab 15 82ab
9 11,95 de 13 93ab 5 81lab
14 12,20 e 7 93ab 8 8lab
12,60 e 5 93ab 2 80abc
7 12,61 e 1 92ab 11 78abc
15 12,97 e 2 91ab 1 76abcd
11 12,98 e 3 91ab 10 75abcd
6 13,20 e 14 91ab 16 75abcd
12 13,33 e 11 88ab 12 68 bed
14,55 f 10 88ab 9 66 bced
8 15,52 f 4 83 b 14 63 cd
10 17,01 g 12 83 b 4 60 d
16 17,02 g 6 49 ¢ 6 31 e

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey aos
5% de probabilidade
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O teste de emergéncia em canteiro (Tabela 2) separou os lotes em sete
niveis estatisticamente distintos, sendo novamente o lote 06 0 menos vigoroso.
Entretanto, quando a avaliagdo foi realizada pelo indice de velocidade de
emergéncia e pelo tempo médio de emergéncia (Tabela 2) o lote 06 foi o mais
vigoroso, mostrando uma limitagdo desses dois ultimos testes em classificar
lotes com baixa porcentagem de emergéncia, mas que concentram a emergéncia
nos primeiros dias do teste. Esse fato pdde ser observado nos lotes 02, 06 e 11,

por exemplo.

Tabela 2 Porcentagem de emergéncia (%E), indice de velocidade de emergéncia
(IVE) e tempo médio de germinagdo (TME), dos 16 lotes de sementes

de milho
Testes
%E IVE TME
Lote % Lote - Lote dias
8 98,5a 6 5,72a 6 4,53a
14 96,5ab 11 5,66a 2 7,66 b
10 96,0ab 15 5,26ab 11 7,96 bc
13 96,0ab 2 5,22ab 4 8,38 bed
7 96,0ab 14 5,20ab 5 8,99 bede
16 95,5abc 5 5,09abc 1 9,18 cde
9 95,0abc 4 4,95 bed 15 9,35 cde
12 94,0abcd 1 4,89 bede 14 9,77 def
15 93,0abcd 12 4,76 bede 3 9,91 ef
90,0abcd 3 4,69 bcde 12 10,27  efg
5 86,5 bcde 9 4,56 cde 9 10,86 fg
84,5 cdef 10 4,47 cde 16 10,99 fg
11 84,0 def 16 444  de 10 11,04 fg
4 77,5 ef 8 441 de 7 11,19 fg
2 73,5 f 7 441 de 13 11,42 g
6 48,0 g 13 4,29 e 8 11,45 g

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey aos
5% de probabilidade
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Outro problema encontrado no teste de IVE ¢ que ele d4 maior peso a
germinagdo inicial do que a final. Pode acontecer de dois lotes terem resultados
de germinacgao diferentes e o mesmo resultado no vigor por IVE.

No teste de frio (Tabela 3), os lotes foram classificados em sete niveis de
vigor, sendo o lote 06 o menos vigoroso, com apenas 27,3% de plantulas

normais no final do teste, em média.

Tabela 3 Teste de frio (TF), condutividade elétrica (CE) e comprimento da parte
aérea (CPA), dos 16 lotes de sementes de milho

Testes
TF CE CPA
Lote % Lote uS cm’ g'1 Lote cm
7 98,8a 16 07,557a 8 10,77a
14 96,8ab 15 09,535ab 9 9,25ab
16 96,8ab 7 10,282ab 16 8,62abc
8 94,0ab 8 12,667 be 3 8,07 bed
13 93,3abc 14 12,772 be 5 8,00 bed
9 93,3abc 10 12,782 be 13 7,92 bed
10 91,3abed 11 15,167 cd 10 7,57 bed
15 89,3abed 12 15,965 cde 7 7,25 bed
12 88,8 bed 6 16,347 de 15 7,25 bed
3 88,0 bed 9 17,970 def 1 6,70 cde
84,0 cde 13 18,790  efg 14 6,55 cde
83,3 de 5 19,955 fgh 11 6,45 cde
11 78,0 ef 4 22,135 ghi 2 5,92 def
4 72,8 ef 2 22,397 hi 4 5,80  def
2 70,0 ef 1 24,747 i 12 4,67 ef
6 27,3 g 3 26,647 j 6 3,80 f

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey aos
5% de probabilidade
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Esse teste ¢ um dos mais utilizados, no Brasil ¢ no mundo, para
verificagdo do vigor em sementes de milho. Propde prever, principalmente, o
desempenho de lotes simulando condig¢des frias chuvosas, as quais, dependendo
do nivel de vigor dos lotes de sementes, poderdo provocar sérios problemas para
a germinacdo e emergéncia de plantulas (KRZYZANOWSKI, VIEIRA;
FRANCA NETO, 1999).

O teste de condutividade elétrica (Tabela 3) foi o teste que distinguiu os
lotes em mais classes. Diferenciou estatisticamente em nove niveis de vigor,
sendo o lote 03 o de menor vigor. Pode ser devido a umidade das sementes desse
lote que estava em torno de 6% (Tabela 1).

Em geral, tem-se verificado que teores de d4gua muito baixos menor ou
igual aos 10%, ou muito altos, maior ou igual aos 17%, influenciam
significativamente nos resultados da condutividade elétrica e que, portanto,
devem ser ajustados para uma faixa de teor de dgua entre 10% e 17% antes de se
efetuar o teste (AOSA, 1983; CARVALHO, 1994; HAMPTON; JOHNSTONE;
EUA-UMPON, 1992).

Esse teste também foi capaz de diferenciar a qualidade fisiologica de dez
gendtipos de soja (SCHUAB, 2003), trés lotes de sementes de milheto
(GASPAR; NAKAGAWA, 2002), mas nao foi capaz de separar, pelo método
individual, lotes de mamona (SOUZA, 2007) nem de soja (DIAS; MARCOS
FILHO, 1996).

Os testes de avaliagdo do crescimento de plantulas ¢ da massa seca
(Tabela 3 e 4), por meio da medigdo do comprimento da parte aérea (CPA), do
comprimento de raiz (CR), peso da massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz
(MSR), diferenciaram os lotes em quatro classes de vigor, com exce¢do do CPA

que distinguiu os lotes em seis classes.
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Seus valores correlacionaram bem entre si (Anexo - Tabela 1A), com
valores de r entre 0,64 ¢ 0,85, e quatro lotes ficaram sempre entre os lotes de
baixo vigor, a saber, os lotes 02, 06, 11 e 12 (Tabelas 3 ¢ 4).

E importante ressaltar que o comprimento de plantulas, ou de parte
delas, dado em funcdo do nuimero de sementes colocadas em teste, € mais
sensivel para classificar lotes com diferencas sutis de qualidade fisiologica, em
comparagdo com a forma tradicional de considerar o comprimento com base no
numero de plantulas normais obtidas no final do teste, como afirmam Guedes et

al. (2009) e Vanzolini et al. (2007).

Tabela 4 Comprimento de raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa
seca de raiz (MSR), dos 16 lotes de sementes de milho

Testes
CR MSPA MSR
Lote cm Lote mg Lote mg
9 26,65a 8 34,77a 16 47,85a
8 25,77ab 16 28,22ab 8 45,17ab
10 24,27abc 9 25,30 bc 10 42,20abc
16 24,22abc 10 25,07 bc 7 42,15abc
3 23,97abc 7 24,72 be 9 41,97abc
22,87abc 13 20,72 bed 15 37,72abcd
13 22,75abc 5 20,05 bed 13 33,57abced
5 22,52abc 15 19,92 bed 5 33,10abcd
14 22,40abc 1 19,12 cd 14 29,85 bed
15 19,37abcd 11 18,00 cd 1 29,55 «cd
4 18,40abcd 14 17,62 cd 4 29,10 cd
2 17,90 bed 2 16,25 cd 2 28,30 cd
11 17,52 bed 4 15,05 d 11 2520 d
12 16,65 cd 3 14,82 d 3 24,10 d
1 16,25 cd 12 14,02 d 12 22,40 d
6 12,65 d 6 11,70 d 6 2237 d

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey aos
5% de probabilidade
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No teste de Pettenkofer (Tabela 5), em que se avalia a quantidade de
CO; liberado pela respiracao das sementes por grama de semente por hora,
conseguiu separar estatisticamente os lotes em cinco niveis de vigor.

Sabe-se que mitocondrios em sementes secas € no inicio do processo de
embebicdo, ndo t€m um sistema organizado de membranas, e a reorganizacao
ocorre a medida que a hidratagdo prossegue ¢ os mitocdndrios se tornam mais
eficientes na fosforilagdao oxidativa. O desempenho do lote pode ser visualizado
como conseqiiéncia do periodo de tempo necessario para que os mitocondrios
fiquem mais eficientes, passem a executar fungdes respiratdrias e o sistema de

membranas se torne melhor organizado (MARCOS FILHO, 2005).

Tabela 5 Analise da atividade respiratoria, pelo método de Pettenkofer, dos 16
lotes de sementes de milho

Pettenkofer

Lote ug CO, g semente” h!
3 481,25a

13 32541 b

4 288,75 be

1 275,00 bc
15 275,00 be
14 256,67 be
2 242,92 bed
9 229,17 bed
10 229,17 bed
16 206,25 bed
11 197,08 «cd
7 197,08 cd
8 169,58 cde

169,58 cde

12 128,33  de
6 59,58 e

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey aos
5% de probabilidade
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A atividade e integridade dos mitocondrios de embrides viaveis
aumentam a partir do inicio da embebicdo, o que torna mais eficiente a produgao
de ATP, refletindo a elevacdo do consumo de oxigénio e conseqiiente elevagao
na produ¢do de gas carbonico (BEWLEY; BLACK, 1994). Sendo assim, o lote
mais vigoroso tende a respirar mais do que um lote com menor vigor, em um
mesmo periodo de tempo.

O lote 03 se destacou por apresentar a maior respiragdo, com 481,25 ug
CO, g semente’ h”'. O lote 06 apresentou menor média, 59,58 pg CO, g
semente”’ h', e foi estatisticamente inferior aos demais lotes, s6 se igualando
com os lotes 05, 08 e 12, evidenciando o baixo desempenho desse lote também
nos demais testes de vigor.

A elevada respiragdo do lote 03 pode ser explicada devido a rapida
retomada da atividade dessas sementes, verificada pelo teste de primeira
contagem de germinacdo (PC) (Tabela 1). A correlacdo entre a PC e o teste de
Pettenkofer (Anexo - Tabela 1A) foi a maior observada (r = 0,4477). Esse lote
apresentou, também, alta porcentagem de germinacdo (Tabela 1), ou seja, seu
desempenho foi bom em condi¢des favoraveis e como o método de Pettenkofer
também oferece essas condi¢des (temperatura ¢ umidade ideais), o resultado foi

coerente.

4.2 Avaliacéo conjunta dos testes

Nos testes de vigor (Tabelas 1, 2, 3 e 4): primeira contagem de
germinacdo (PC), emergéncia (%E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
tempo médio de emergéncia (TME), teste de frio (TF), condutividade elétrica
(CE), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR), os lotes apresentaram

algumas discrepancias, tendo um comportamento diferenciado.
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Cada teste de vigor analisa o desempenho das sementes submetidas a um
estresse, € nem sempre os lotes apresentam a mesma ordenagao qualitativa em
todos os testes (MARCOS FILHO, 1998), ou seja, as informagdes obtidas
podem ser distintas entre si (GRABE, 1976; MARCOS FILHO et al., 1984).
Sabe-se também que a interpretacdo de dados de testes de vigor fica mais
complexa ao se aumentar o nimero de testes e de lotes a serem comparados
(MARTINS; SILVA, 2005).

Essa afirmativa pode ser observada claramente pela correlacdo entre os
testes (Anexo — Tabela 1A). Poucas correlagdes foram maiores do que 0,8,
aceito como uma boa correlagdo. Destacam-se, apenas as correlagdes entre TME
e %E com 0,9428, TME e IVE com correlagdo negativa de 0,8362, TF com %E
e TME, com r de 0,9142 ¢ 0,8731, respectivamente.

Outras correlagdes altas foram encontradas entre CR e CPA, sendo
0,8515, CPA e MSPA, com valores claramente correlacionados € com r =
0,8423 e a correlacdo de MSPA e MSR com r = 0,8533. As demais correlagdes
foram baixas ou nao significativas.

Assim, para se conseguir avaliar corretamente a qualidade fisiologica, ¢
necessario adotar critérios de pontuacdo, de acordo com a classificagdo
estatistica, para ranquear e¢ ordenar os lotes de acordo com o desempenho
adquirido em todos os testes. Caliari (1999), em sua tese de doutorado,
desenvolveu uma metodologia interessante nesse sentido.

O mesmo procedimento foi feito com os 16 lotes de sementes de milho,
em todos os testes de vigor, classificando os lotes nas trés categorias: superior ao
médio (SM), inferior ao médio (IM) e médio (M) (Tabelas 6, 7, 8 ¢ 9). Em
seguida, foi calculada a taxa de coincidéncia entre os grupos observados em
todos os lotes e os grupos provenientes do teste de Pettenkofer (Tabela 10).

A respeito deste assunto, ha recomendagdes, oriundas de estudos

voltados a determinagdo do desempenho de sementes submetidas a testes
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distintos (ALIZAGA et al.,, 1990; MARCOS FILHO et al., 1984; PIANA,;
SILVA, 1998; SA, 1987), propondo a analise de correlacdo entre os dados
obtidos; porém, apesar de permitir a analise da relacdo de dependéncia entre as
variaveis estudadas, o uso deste procedimento pode conduzir a obtengdo de
informagdes incompletas (BERKEY, 1993; MARCOS FILHO et al., 1984)
tendo-se em vista que a correlac@o significativa indica proporcionalidade entre

estimativas sem, contudo, provar a similaridade entre as ordenagdes dos valores

obtidos (MOLINA, IRIGON; ZONTA, 1987).

Tabela 6 Pontuagdes e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes nos testes de
primeira contagem de germinacdo (PC), de emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de emergéncia (TME)
a partir da classificagdo estatistica

Testes

PC %E IVE TME

Lote Pont. Grupo Lote Pont. Grupo Lote Pont. Grupo Lote Pont. Grupo

13 5 SM 8 6 SM 6 10 SM 6 15 SM
3 3 SM 14 5 SM 11 10 SM 2 10 SM
7 3 SM 10 5 SM 15 6 SM 11 8 SM
15 3 SM 13 5 SM 2 6 SM 4 7 SM
5 3 SM 7 5 SM 14 6 SM 5 5 SM
8 3 SM 16 4 SM 5 4 SM 1 4 SM
2 2 SM 9 3 SM 4 -1 M 15 4 SM
11 2 SM 12 3 SM 1 -2 M 14 -1 M
1 1 SM 15 3 SM 12 -2 M 3 -2 M
10 1 SM 3 3 SM 3 -2 M 12 -4 M
16 1 SM 5 1 SM 9 -5 M 9 -7 M
12 0 SM 1 -4 SM 10 -5 M 16 -7 M
9 0 SM 11 -5 M 16 -6 M 10 -7 M
14 -5 M 4 -9 M 8 -6 M 7 -7 M
4 -7 M -10 M 7 -6 M 13 -9 IM

-15 IM 6 -15 M 13 -7 M 8 -9 IM
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Assim, o procedimento adotado, ao estabelecer valores de desempenho
fisiolégico somando dados vindos de diferentes testes, constitui-se em uma
alternativa a interpretagdo de avaliagdes provenientes de um conjunto de testes
de vigor.

A quantidade de lotes em cada grupo de desempenho varia de acordo
com o teste analisado. Os extremos sfo os testes de primeira contagem de
germinacdo (Tabela 6) com apenas dois lotes abaixo da média e um lote na
média, enquanto o teste de massa seca da parte aérea (Tabela 8) tem somente
dois lotes acima da média. Isso demonstra, mais uma vez, a dificuldade de

analise dos testes individualizados.

Tabela 7 Pontuagdes e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes nos testes de frio
(TF), de condutividade elétrica (CE) e comprimento da parte aérea
(CPA) a partir da classificagdo estatistica

Testes
TF CE CPA
Lote Pont.  Grupo Lote  Pont. Grupo Lote  Pont. Grupo
7 8 SM 16 13 SM 8 13 SM
14 6 SM 15 10 SM 9 7 SM
16 6 SM 7 10 SM 16 4 SM
8 6 SM 8 7 SM 3 1 SM
13 5 SM 14 7 SM 5 1 SM
9 5 SM 10 7 SM 13 1 SM
10 4 SM 11 3 SM 10 1 SM
15 4 SM 12 2 SM 7 1 SM
12 3 SM 6 -1 M 15 1 SM
3 3 SM 9 -2 M 1 -1 ™
5 -1 SM 13 -4 M 14 -1 ™M
1 -3 SM 5 -7 M 11 -1 ™M
11 -9 M 4 -9 M 2 -4 ™M
4 -11 M 2 -10 M 4 -4 ™M
2 -11 M 1 -12 M 12 -9 ™M
6 -15 M 3 -14 M 6 -12 M
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A mesma dificuldade foi verificada por Alizaga et al. (1990) em lotes de
feijdo, que apds varios testes de determinagdo da qualidade fisiologica, nao
conseguiram diferenciar os lotes em niveis de qualidade através de comparagdes

simples devido a resultados contrastantes.

Tabela 8 Pontuagdes e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes nos testes de
comprimento de raiz (CR), de massa seca da parte aérea (MSPA) e de
massa de raiz (MSR) a partir da classificagdo estatistica

Testes
CR MSPA MSR
Lote Pont. Grupo Lote Pont. Grupo Lote  Pont. Grupo

9 5 SM 8 14 SM 16 8 SM
8 3 SM 16 8 SM 8 7 SM
10 1 SM 9 3 M 10 4 SM
16 1 SM 10 3 M 7 4 SM
3 1 SM 7 3 M 9 4 SM
7 1 SM 13 -1 M 15 0 M
13 1 SM 5 -1 M 13 0 M
5 1 SM 15 -1 M 5 0 M
14 1 SM 1 -2 M 14 -1 M
15 0 SM 11 -2 M 1 -2 M
4 0 SM 14 -2 M 4 -2 M
2 -1 SM 2 -2 M 2 -2 M
11 -1 SM 4 -5 M 11 -5 M
12 -2 M 3 -5 M 3 -5 M
1 -2 M 12 -5 M 12 -5 M
6 -9 M 6 -5 M 6 -5 M
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Tabela 9 Pontuacdo e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes no teste de
Pettenkofer a partir da classificagdo estatistica

Pettenkofer
Lote Pont. Grupo

3 15 SM
13 5 SM
4 1 M
1 1 ™M
15 1 ™M
14 1 M
2 0 ™M
9 0 M
10 0 M
16 0 M
11 -1 ™M
-1 M

-2 M

-2 M

12 -6 M
6 -12 M

Na Tabela 10 estd explicitado o resultado da Taxa de Correspondéncia
(TC) entre o somatdrio da pontuagdo de cada lote adquirida ao longo dos testes

de vigor ¢ a classificag@o pelo teste de Pettenkofer.



44

Tabela 10 Pontuagdo e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes no total dos
testes e no teste de Pettenkofer a partir da classificacdo estatistica e
calculo da Taxa de Correspondéncia (TC)

Lote Total Pettenkofer Presenga no
Pont. Grupo Pont. Grupo mesmo grupo

1 -28 M 1 M 1
2 -39 M 0 M 1
3 -10 SM 15 SM 1
4 -56 M 1 M 1
5 -1 SM -2 ™M 0
6 -97 ™M -12 M 1
7 39 SM -1 M 0
8 65 SM 2 M 0
9 30 SM 0 M 0
10 31 SM 0 M 0
11 -13 SM -1 M 0
12 -12 SM -6 M 0
13 17 SM 5 SM 1
14 20 SM 1 M 0
15 25 SM 1 M 0
16 49 SM 0 M 0

Total = 6

TC (%) = 37,5

Os lotes 01, 02, 04 e 06 apresentaram desempenho abaixo da média no
somatorio dos testes de vigor e também na analise da atividade respiratoria. Ja os
lotes 03 e 13 ficaram acima da média tanto no teste de Pettenkofer quanto na
analise conjunta dos testes. Os demais lotes obtiveram comportamento diferente
e mudaram de grupo de desempenho.

A Taxa de Correspondéncia (TC) foi de 37,5%, ou seja, apenas seis dos
dezesseis lotes permaneceram no mesmo grupo de classificacdo. Essa

percentagem ¢ mais bem entendida quando comparada com a TC de outros
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testes de vigor (Anexo — Tabela 1C, 1D, 1E). Verifica-se que a TC foi de
81,25% para o teste de frio (Anexo - Tabela 1D), comparando-o com o
somatorio de todos os outros testes; 75% para a germinagdo (Anexo - Tabela
1C), ou seja, 12 dos 16 lotes mantiveram a mesma classificagdo, tanto no total
quanto no teste em questdo; e a taxa de correspondéncia entre o teste de
condutividade elétrica e os demais foi de 62,5% (Anexo - Tabela 1E).

Recomenda-se uma melhora na metodologia do teste de Pettenkofer,
pois usando 24 horas de embebicdo entre papel e duas horas no aparelho de
Pettenkofer ndo se conseguiu uma boa relacdo entre a andlise respiratoria e
outros testes de vigor, seja através de correlacdo simples, seja através da
estimativa de desempenho.

Mais pesquisas devem oferecer retaguarda para o esclarecimento de
davidas remanescentes como as combinacdes de tempo de embebicdo e de
permanéncia no aparelho para sementes de milho, a fim de se definir uma
metodologia mais exata, segura e capaz de identificar lotes com qualidades
fisiologicas diferentes.

E pode-se considerar a avaliagdo do vigor de sementes de milho pelo uso
do aparelho de Pettenkofer um método promissor, porque consegue discriminar

os lotes e é baseado em fundamentos tedricos bem aceitos.

4.3 Analise isoenzimatica

A 4lcool-desidrogenase (ADH) atua no metabolismo anaerdbico, em
que o acetaldeido é reduzido a etanol (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2005). Os produtos finais desse metabolismo fermentativo sdo toxicos para as
c¢lulas, mas o etanol parece ser o produto do metabolismo fermentativo menos

deletério comparado ao acetaldeido (ZHANG et al., 1994). Dessa forma, a
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alcool-desidrogenase pode ser considerado um marcador de qualidade
fisiologica, por sua baixa atividade representar um risco para a semente.

Isso pode ser observado (Figura 2), onde o lote 06 apresenta nitida
diminui¢do da intensidade da banda, corroborando com os testes de vigor, que
apresentam, no geral, esse lote com qualidade fisiologica inferior. Esse resultado
colabora com Branddo Junior (1996), que observou uma diminuicdo da
intensidade das bandas dessa enzima com o aumento do tempo de

envelhecimento.

Figura 2 Perfil enzimatico de alcool desidrogenase em dezesseis lotes de
sementes de milho

Nos lotes 08, 09, 10 e 16 observa-se alteragdo no nimero de bandas, mas
ndo houve correlagdo clara com a qualidade fisiologica, podendo ser atribuidas a
fatores genéticos. Os lotes 01, 02, 07, 10, 12 e 16 apresentaram bandas com
maior intensidade, o que também ndo tem relagdo com a qualidade fisioldgica,
visto que esses lotes foram discrepantes nos testes de vigor.

Camargo e Carvalho (2008), também verificaram que os perfis

isoenzimaticos para a alcool desidrogenase (ADH) mostraram que nao houve
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alteracdo no nimero e na intensidade de bandas que pudesse estar associada a
qualidade fisiologica de sementes de milho doce.

Em milho, essa enzima apresenta dois locos fortemente ligados (Adhl e
Adh2), os quais sdo muito estudados sob o aspecto de regulacdo da expressdo
génica por terem funcdo definida sob condigdes anaerdbicas (TORGGLER;
CONTEL; TORGGLER, 1995). Em um estudo realizado por Silva et al. (2000),
os padrdes eletroforéticos das enzimas malato desidrogenase, peroxidase,
esterase, fosfatase acida e glutamato oxalacetato transaminase de sementes de
milho apresentaram-se alterados principalmente em fun¢do da presenca de
microrganismos, devendo ser usados com restri¢des nos testes de identificagdo
de cultivares e certificacdo de pureza genética.

Assim, a ADH pode ser utilizada como ferramenta auxiliar, mas sua
correlacdo com os testes de qualidade fisioldgica é baixa, devendo-se tomar os
devidos cuidados com a questdo da genética e da qualidade sanitaria das
sementes.

A enzima malato desidrogenase (MDH) ¢ uma enzima do ciclo de Krebs
que transforma o malato em oxaloacetato produzindo um NADH, o qual ¢
utilizado para gerar energia. Desta forma esta enzima estd ligada a geracdo de
energia para processos metabolicos importantes como a germinagdo das
sementes. Além disso, participa do movimento do malato através da membrana

mitocondrial e da fixagdo de CO, das plantas. (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Figura 3 Perfil enzimatico de malato desidrogenase em dezesseis lotes de
sementes de milho

Em conseqiiéncia do processo de deterioragdo das sementes ocorre um
comprometimento da atividade respiratoria destas. Sendo assim, sementes de
qualidade fisiologica inferior deveriam apresentar bandas com menor
intensidade.

A analise da banda comum no padrio isoenzimatico da MDH (Figura 3)
revelou que os lotes 04 e 06 apresentaram uma menor intensidade,
correspondendo com a qualidade fisiologica desses lotes, que sdo os dois piores
lotes no ranqueamento estatistico levando em consideragdo todos os testes. Ja o
lote 12 apresentou banda muito intensa mesmo sendo o pentltimo lote em
atividade respiratoria, analisada pelo aparelho de Pettenkofer. Os demais lotes
apresentaram intensidade de banda semelhante, ndo sendo possivel inferir a
qualidade fisiologica destes pela MDH.

Brandao Junior (1996) ndo observou correlagdes entre a atividade da
malato desidrogenase e a qualidade fisiologica de lotes de milho, e também
Satters, Abdel-Guany e Elbagoury (1994) verificaram que essa enzima foi a

menos afetada pelos tratamentos de envelhecimento em sementes de soja.
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A esterase ¢ uma enzima que participa da hidrélise de ésteres de
membrana e estd diretamente ligada ao metabolismo de lipidios (SANTOS;
MENEZES; VILLELA, 2004). Muitos desses lipidios sdo constituintes de
membranas, e sua degradagdo aumenta quando se aumenta a deterioracdo.

Pelo padrao enzimatico da esterase (Figura 4) verifica-se uma variedade
de bandas, fato esse devido a variabilidade genética dos lotes. A banda principal

inferior foi constante em todos os lotes, com excegdo dos lotes 01 ¢ 03.

Figura 4 Perfil enzimatico de esterase em dezesseis lotes de sementes de milho

Sua capacidade de identificacdo da qualidade fisiolégica € baixa quando
ha mais de um hibrido sendo analisados, por causa da interferéncia genética,
sendo mais usada como marcador para separagdo de hibridos, essa ultima opgao
com maior sucesso (MENEZES, 2005; SALGADO, 2001).

A enzima o-amilase € a principal responsavel pela degradac¢do do amido,
sendo responsavel por 90% da atividade amilolitica em semente de milho. Pode
ser detectada durante o inicio da germinacdo das sementes. Seu principal papel é
fornecer substratos para utilizagdo da plantula até que ecla se torne

fotossinteticamente auto-suficiente (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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A atividade da o-amilase pode ser evidenciada pelas bandas claras em
fundo escuro devido a reagdo do iodo com o amido. As bandas claras aparecem
onde o amido foi hidrolisado, ou seja, nos locais em que a enzima estava
presente.

Observa-se (Figura 5) que os lotes 07 e 08 apresentaram alta intensidade
de banda, o que sugere superioridade em qualidade fisiologica. Isso se
correlaciona bem com o ranque de todos os testes de vigor que coloca esses dois
lotes entre os primeiros. Por essa interpretagdo o lote 16 também deveria
apresentar alta atividade enzimatica, entretanto o fato ndo foi observado nesse
trabalho. As 70 horas de embebicdo para a extragio podem ndo ter sido

suficientes para a sintese de novo da enzima nesse material.

12 13 14 15 16

Figura 5 Perfil enzimatico de a-amilase em dezesseis lotes de sementes de milho

Os lotes 01, 03, 05 e 12 também expressaram essa enzima, mas em
menor intensidade. Os demais lotes ndo tiveram atividade da a-amilase.
Segundo Livesley e Bray (1991), o processo de deterioragdo das

sementes pode interferir em enzimas presentes na camada de aleurona das
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sementes durante o envelhecimento. Estas alteracdes podem influenciar na
producdo de amilase, que por sua vez, afeta a germinagdo. Logo, sementes com
alta qualidade fisiologica apresentam alta atividade de a-amilase.

Rosa (2000) observou maior atividade da enzima a-amilase em sementes
de milho com maiores valores de germinacdo e vigor, submetidos a diferentes

tratamentos de secagem e colheita.



52

5 CONCLUSOES

A mensuracdo da respiracdo de sementes de milho pelo método de
Pettenkofer ¢ uma alternativa promissora para avaliagdo do vigor de lotes de
sementes de milho;

A avalia¢do do vigor de sementes de milho pelo teste de Pettenkofer,
apos 24 horas de embebigdo entre papel e 2 horas no aparelho aos 25° C nao ¢

eficiente.
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ANEXOS

Tabela 1A Coeficientes de correlagdo linear simples (r) entre os testes de vigor analisados

%G %E IVE T™ME TF CE CPA CR MSPA MR PETT

PC 0,8006** 0,6334** -0,3682** 0,5861** 0,6561** 0,0090ns 0,4508** 0,3513** 0,3199** 0,2797* 0,4477**

%G 0,7375** -0,3928** 0,6696** 0,8116** -0,1049ns 0,5644** 0,4680** 0,4256** 0,3696** 0,4333**

%E -0,6236** 0,9428** 0,9142** -0,3499** 0,6188** 0,6381** 0,5484** 0,4849** (0,2959*

IVE -0,8362** -0,6131** 0,1135ns -0,5602** -0,6008** -0,5409** -0,5094** -0,2000ns

T™ME 0,8731** -0,3013* 0,6648** 0,6878** 0,6200** 0,5497** 0,2639*
TF -0,2673* 0,5840** 0,5852** 0,5111** 0,4725** 0,3506**

CE -0,1811ns -0,1986ns -0,4546** -0,4818** 0,4259**

CPA 0,8515** 0,8423** 0,6730** 0,1931ns
R 0,7279** 0,6438** 0,1754ns

MSPA 0,8533** -0,1365ns
MR -0,0839ns

* Significativo pelo teste t aos 5% de probabilidade; ** Significativo pelo teste t a 1% de probabilidade; ™ Néo significativo pelo

teste t
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Tabela 1B Classificacdo estatistica: exemplo hipotético de pontuag@o por teste, de pontuagdo geral, de formacao de grupos
SM (Superior ao Médio), IM (Inferior a0 Médio) ¢ M (Médio) nos conjuntos de testes A e B, de contagem do
numero de lotes pertencentes a0 mesmo grupo em ambos os conjuntos de testes (A e B) e de calculo de taxa de
coincidéncia (TC=namero de lotes pertencentes a0 mesmo grupo x niimero total de lotes ".100)

Classificagdo estatistica

Conjunto A Conjunto B AeB

Teste 1 Teste 2 Pontuacdo Teste 3 Teste 4 Pontuacdo Coinci-

Lotes Dados Pontuagdo Dados Pontuagdo Geral M=0 Dados Pontuagdo Dados Pontuagdo Geral M=0 déncia

L1 100 a 2+0=2 94 bc 0+(-1)=-1 1 SM 96 a 2+0=2 99 a 1+0=1 3 SM 1
L2 99 ab 1+0=1 97 bc O+H-1)=-1 0 M 86 ¢ 0+(-4)=-4 97a +0=1 -3 ™M 0
L3 91 abc 0+0=0 100 a 3+0=3 3 SM 94 a 2+0=2  92ab 1+0=1 3 SM 1
L4 89 bc 0+(-1)=-1 93 ¢ 0+(-2)=-2 -3 M 90 b 1+(-2)=-1 92 ab 1+0=1 0 M 0
L5 87 ¢ 0+(-2)=-2 99 ab 1+0=1 -1 M 92 ab 1+0)=1 86 ¢ 0+(-49)=-4 -3 M 1
Total =3

TC=3.5".100=60%

€9
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Tabela 1C Pontuacdo e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes no total dos
testes e no teste de Germinagao a partir da classificacdo estatistica e
calculo da Taxa de Correspondéncia (TC)

Lote Total Germinagao Presenc¢a no
Pont. Grupo Pont. Grupo mesmo grupo
1 -28 M 1 SM 0
2 -40 M 1 SM 0
3 4 SM 1 SM 1
4 -54 M -1 SM 0
5 -4 SM 1 SM 1
6 -94 M -15 M 1
7 37 SM 1 SM 1
8 62 SM 1 SM 1
9 29 SM 1 SM 1
10 30 SM 1 SM 1
11 -15 SM 1 SM 1
12 -17 M -1 SM 0
13 21 SM 1 SM 1
14 20 SM 1 SM 1
15 23 SM 3 SM 1
16 46 SM 3 SM 1
Total = 12

~
(9]

TC (%) =
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Tabela 1D Pontuagdo e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes no total dos
testes e no Teste de Frio a partir da classificacdo estatistica e calculo
da Taxa de Correspondéncia (TC)

Lote Total Teste de Frio Presenga no
Pont. Grupo Pont. Grupo mesmo grupo

1 -24 M -3 SM 0

2 -28 M -11 M 1

3 2 SM 3 SM 1

4 -44 M -11 M 1

5 -2 SM -1 SM 1

6 -94 M -15 M 1

7 30 SM 8 SM 1

8 57 SM 6 SM 1

9 25 SM 5 SM 1

10 27 SM 4 SM 1

11 -5 SM -9 M 0

12 -21 M 3 SM 0

13 17 SM 5 SM 1

14 15 SM 6 SM 1

15 22 SM 4 SM 1

16 43 SM 6 SM 1
Total = 13

TC (%) = 81,25
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Tabela 1E Pontuagdo e grupos de desempenho superior ao médio (SM), médio
(M) e inferior ao médio (IM), atribuidos aos 16 lotes no total dos
testes e no teste de Condutividade elétrica a partir da classificag@o
estatistica e calculo da Taxa de Correspondéncia (TC)

Lote Total Cond. Elétrica Presenca no
Pont. Grupo Pont. Grupo mesmo grupo
1 -15 SM -12 M 0
2 -30 M -10 M 1
3 33 SM -14 M 0
4 -44 M -9 M 1
5 1 SM -7 M 0
6 -105 ™M -1 M 1
7 26 SM 10 SM 1
8 53 SM 7 SM 1
9 31 SM -2 M 0
10 23 SM 7 SM 1
11 -19 SM 3 SM 1
12 -25 SM 2 SM 0
13 30 SM -4 M 0
14 14 SM 7 SM 1
15 14 SM 10 SM 1
16 33 SM 13 SM 1
Total = 10

TC (%) = 62,5




Tabela 1F Sementes de milho utilizadas
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Lote Hibridos
1 Nidera Sementes
2 Nidera Sementes
3 Nidera Sementes
4 Nidera Sementes
5 Nidera Sementes
6 Nidera Sementes
7 Biomatrix BM 3061
8 Biomatrix BM 810
9 IAC 8333
10 IAC 8390
11 AL Bandeirante
12 Chimarrdo BR 106-X
13 BF 9417
14 Monsanto DKB 240YG
15 Monsanto DKB 330YG

—
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