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RESUMO GERAL

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Tolerancia a alta temperatura de
secagem de sementes de milho. 2003. 149 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A intensidade dos danos de secagem varia com as condi¢des de secagem, com a
qualidade e o conteddo de 4dgua iniciais das sementes, aliada aos aspectos
genéticos. Sementes tolerantes a alta temperatura de secagem devem apresentar
mecanismos que conferem prote¢do contra os danos provocados pela perda de
dgua. A selecio de materiais tolerantes a alta temperatura de secagem
proporciona uma maior efici€ncia nas etapas do processo produtivo de sementes.
Nesse contexto, foram conduzidos trés trabalhos de pesquisa na Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e na Universidade de Brasilia (UnB). Em um dos
trabalhos foram investigadas diferencas na qualidade fisiolégica de sementes de
linhagens de milho colhidas com 35% de teor de 4gua e submetidas a
temperatura de secagem de 45°C. Ficou evidenciada a existéncia da
variabilidade genética para a tolerdncia a alta temperatura de secagem. No
segundo trabalho, foi estudado o controle genético para a tolerincia a alta
temperatura de secagem. Para isso, foram utilizadas doze linhagens, previamente
selecionadas, sendo 6 tolerantes e 6 intolerantes a alta temperatura de secagem,
para compor um dialelo parcial 6 x 6 mais as linhagens parentais. Os efeitos da
capacidade geral e especifica de combinac¢do, bem como os efeitos reciprocos,
foram significativos para a tolerdncia a alta temperatura de secagem. Foi
verificada a predominancia do efeito reciproco, indicando que a tolerancia a alta
temperatura de secagem pode ser explicada pelo efeito materno. No terceiro
trabalho, mudangas bioquimicas e anatdmicas envolvidas na prevencdo de
injiria por secagem foram investigadas, incluindo a atividade da enzima o-
amilase, os padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor e a andlise
fisica do pericarpo das sementes. Foram utilizadas sementes de linhagens
tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem e sementes secadas a
sombra, bem como sementes dos hibridos com efeito reciproco significativo. A
enzima O-amilase foi extraida de sementes germinadas de cada material em
tampdo Tris-HCI 0,2 M e as proteinas resistentes ao calor, em tampao Tris-HCI
0,05 M, utilizando-se a modalidade eletroforética SDS-PAGE. Maior
intensidade de banda para a enzima o-amilase foi verificada para as sementes
das linhagens tolerantes a alta temperatura de secagem. Sementes hibridas e dos

" Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antdnio Patto Ramalho — UFLA



respectivos hibridos reciprocos que apresentaram diferencas na qualidade
fisiolégica das sementes, avaliada pelo teste de germinacdo, também
apresentaram diferencas na atividade da enzima oi-amilase. Para as proteinas
resistentes ao calor, os perfis eletroforéticos foram semelhantes entre as
sementes hibridas e os reciprocos. Diferencas na tolerancia das sementes a alta
temperatura de secagem foi relacionada as caracteristicas fisicas do pericarpo.
Uma estrutura menos densa do pericarpo, formada por células menos
compactadas, refletiu positivamente sobre a qualidade fisiol6gica das sementes.

it



GENERAL ABSTRACT

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Tolerance to high drying
temperature of the corn seeds. 2003. 149 p. Thesis (Doctorate in Plant
Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The intensity of damages caused by drying varies according to drying
conditions, quality and initial water content in the seed, and also the genetic
aspects. Seeds tolerant to high drying temperature must present mechanisms that
provide protection against the damages caused by the loss of water. The
selection of high drying temperature tolerant genotypes provides better
efficiency in the stages of seed production. In this context, three experiments
were carried out at Universidade Federal de Lavras (UFLA) and Universidade
de Brasilia (UnB). In one of the experiments, the differences in physiological
quality of some corn lines seeds, harvested at 35% RH and submitted to a drying
temperature of 45° C, were investigated. The existence of genetic variability for
the tolerance to high drying temperature was confirmed. In the second
experiment, the genetic control for tolerance towards high drying temperature
was studied. For this purpose, 6 tolerants and 6 intolerants lines for high drying
temperature were evaluated in a 6 x 6 partial diallel plus the parental lines. The
effects of the general (CGC) and especific (CEC) ability of combination, and the
reciprocal effects were significant for the high drying temperature tolerance. It
was verified the predominance of reciprocal effect indicating that tolerance to
high drying temperature can be explained by maternal effect. In the third
experiment, biochemical and anatomical changes related to the prevention of
inuies cased by dying wae invsstigdted, indudng &arylase’'s adivity,
electrophorectical patterns of heat-resistant proteins and physical analysis of the
seed pericarp. Tolerant and intolerant to high drying temperature seed lines were
utilized, and seeds dried under shadow, as seeds from hybrids with significant
redproad effed. The Gramylase earzyme wa extraded from garminded sesch
from each material, with TRIS- HCl 0,2 M buffer, and the heat resistant
proteins, in TRIS-HCI 0,05 M buffer, using SDS-PAGE. Greater band intensity
for the &rarylase was vaified far sesch from the tdeant lines to high drying
temperature. Hybrid seeds from the respective reciprocal hybrids, which
presented differences in the physiological quality of seeds, evaluated by the
ggmindion test, dso had dffeencs in &Garmylase's adivity. Fa the heat
resistant proteins, the electrophorectic patterns were similar among the hybrid
and reciprocal seeds seeds. Differences in the tolerance to high drying

" Guiddance Committee: Dra. Edila Resende Von Pinho — UFLA (Major
Professor), Dr. Renzo Garcia Von Pinho and Dr. Magno Ant6nio
Patto Ramalho — UFLA.
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temperature were related to the physical characteristics of the pericarp. A less
dense structure of the pericarp, formed by less compact cells, reflected positively
over the physiological quality of seeds.

v



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A demanda por sementes hibridas de milho com qualidade tem exigido
das empresas produtoras padrdes de qualidade mais rigidos, aliados a sistemas
produtivos mais rentdveis. A producdo de sementes € uma atividade
especializada e cuidados devem ser tomados em todas as etapas do processo.

A colheita deve ser efetuada no momento adequado, com o intuito de
reduzir a0 maximo as possiveis perdas qualitativas e quantitativas. O atraso da
colheita contribui substancialmente para a deterioracdo das sementes, uma vez
que as mesmas estio sujeitas as condi¢des adversas no campo.

Ao atingir o ponto de maturidade fisiolégica, a semente ainda se
apresenta com elevados teores de 4gua, o que inviabiliza a colheita mecénica de
grdos. Neste contexto, a colheita das sementes de milho em espiga, com elevado
teor de dgua, deve ser preferivelmente realizada objetivando a obtencdo de
sementes com qualidade fisica, fisioldgica e sanitdria superiores. Esse método de
colheita permite, ainda, a viabilizacdo das estruturas de produgdo, de secagem e
de beneficiamento, devido a liberacdo de &dreas de plantio mais cedo e a
antecipacio da secagem e beneficiamento, obtendo-se, dessa forma, um melhor
planejamento de colheita.

Entretanto, nesse tipo de colheita, as espigas devem ser submetidas ao
processo de secagem artificial para a reducio do conteido de dgua das sementes
a niveis adequados ao armazenamento. O aumento da eficiéncia na operacao de
colheita tem estimulado praticas de secagem mais rdpida. Expor sementes com
altos teores de dgua a temperaturas elevadas durante a secagem artificial pode
resultar em redug@o da qualidade das mesmas, conduzindo a baixa germinacio,

ao baixo vigor das plantulas e & reducdo do estande. Sabe-se que a



susceptibilidade da semente aos danos por secagem ¢é funcido das condi¢gdes de
secagem, da qualidade e do teor de 4dgua iniciais da semente, aliados aos
aspectos genéticos.

Virios mecanismos t€m sido envolvidos na aquisi¢do e manutengdo da
tolerdncia a dessecagdo, conferindo prote¢do contra os danos provocados pela
perda de &4gua (Guimardes, 1999). Importantes mudangas metabdlicas e
bioquimicas envolvidas na preveng@o de injurias causadas por alta temperatura
de secagem t€m sido estudadas em sementes de milho (Rosa et al., 2000;
Perdomo & Burris, 1998 e Seyedin et al.,, 1984), como a eficiéncia da taxa
respiratdria, a atividade da enzima o-amilase e a degradagdo de graos de amido.
Outro mecanismo estudado na adaptacdo da semente a condi¢do de estresse
provocado pelo calor € a inducdo das proteinas resistentes ao calor (Queitsch et
al., 2000). Caracteristicas morfoldgicas das sementes, como a espessura e a
estrutura do pericarpo, também tém sido relacionadas com a qualidade das
sementes apds secagem artificial (Burris & Navratil, 1980).

Para sementes de milho parece existir variabilidade genética com
relacdo a injdria por secagem, permitindo a selecdo de cultivares tolerantes a
altas temperaturas de secagem. A selecdo dessas cultivares proporcionaria
reducdo no tempo de secagem das sementes. Essa redug¢do € muito significativa
nos programas de controle de qualidade de sementes, por ser a secagem
considerada uma etapa critica durante o processo de produgao de sementes.

No entanto, o controle genético da tolerancia a altas temperaturas de
secagem nao estd bem elucidado. O conhecimento desse controle é fundamental
para diminuir o trabalho e o custo nos programas de melhoramento, permitindo
o direcionamento durante o processo de selecdo.

Desse modo, os objetivos desta pesquisa foram avaliar a variabilidade
genética para tolerancia a alta temperatura de secagem de sementes de linhagens

de milho; estudar o controle genético das caracteristicas relacionadas com a



tolerancia das sementes de milho a alta temperatura de secagem e correlacionar
esta tolerdncia com aspectos fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos das

sementes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Desenvolvimento da semente de milho e tolerancia a dessecacao

2.1.1 Formacao da semente

O processo de desenvolvimento das sementes ocorre basicamente em
trés estdgios, sendo o primeiro caracterizado pela fertilizacdo, divisdo celular e
histodiferenciacdo dos principais tecidos. Durante o segundo estigio ocorre
grande acimulo de proteina, lipideo e amido, que pode ser comprovado pelo
aumento no peso seco das sementes. No terceiro estdgio as sementes atingem o
ponto de maturidade fisiolégica, que culmina com a dessecacdo e paralizacdo da
deposicdo de reservas (Raghavan, 1986 e Adams & Rinne, 1980). O estudo do
desenvolvimento de sementes visa determinar o ponto no qual a semente pode
ser desligada da planta mae, sem prejuizo para sua qualidade fisioldgica.

Na fertilizacdo, em que uma das células esperméticas do grdo de pdlen
funde-se a oosfera para formar o zigoto, ocorre a restauragdo do niimero dipléide
de cromossomos préprio das células somdticas do milho. A outra célula
espermatica funde-se a um tecido formado a partir da diferenciacdo dos dois
ndcleos polares, dando origem a uma estrutura tripldide, que formard o
endosperma. Sendo assim, o zigoto que dard origem ao “hibrido” possui 50% da
informacao dos cromossomos de origem paterna e 50% de origem materna. Ja
no endosperma, 66,66% dos cromossomos sdo de origem materna e 33,33%,

paterna (Veit et al., 1993).



O actimulo de substancias de reserva comeca no estadio de diferenciacdo
e continua durante a maturagdo. E sabido que no final da maturacio as células
do endosperma morrem, enquanto as da camada de aleurona permanecem em
atividade e sobrevivem a desidratagdo (Olsen et al., 1992). Assim, no final do
estigio de diferenciacdo, células da camada de aleurona e do endosperma
amilaceo sdo formadas, sendo essas os dois principais tipos de células.

Como o endosperma acumula uma grande quantidade de substdncias de
reserva, no momento da maturacido da semente ndo consegue mais realizar suas
atividades fisioldgicas, sendo incapaz de sintetizar enzimas. Logo, considera-se
o endosperma como sendo um tecido morto (De Mason et al., 1983), o que ndo
acontece com a camada de aleurona pelo fato de diferenciar-se em um tecido
digestivo especializado na secre¢do das enzimas mobilizadoras de reservas do
endosperma durante a fase de germinacdo. Sabe-se que a atividade das enzimas
presentes na camada de aleurona é iniciada na presenca de 4cido giberélico,
secretado pelo embrido durante a sua germinacido (McCarty & Carson, 1991).

Embora se saiba que células do endosperma morrem na maturidade, as
caracteristicas deste processo de degeneracdo durante o desenvolvimento nio
tém sido estudadas. Com este objetivo, Golovina et al. (2000) investigaram o
comportamento das células do endosperma do grdo de trigo desde o inicio do
seu desenvolvimento. Foi observado que durante o desenvolvimento, a
quantidade relativa de células do endosperma com membranas intactas diminuiu
e tornou-se quase inexistente na maturidade, isto é, alguns dias antes do inicio da
secagem na maturagdo. O fato sugere que a morte dessas células € um fendmeno
inerente ao desenvolvimento, ao invés de ser um fendmeno induzido pela perda
de dgua. Mesmo aos oito dias apds a antese, no inicio da fase de diferenciacdo
do endosperma, uma propor¢do consideravel de células do endosperma
apresentou perda da integridade da membrana do plasma. Esta perda ocorre no

inicio do processo de acimulo de amido, indicando que os programas de



actimulo de amido e de morte estdo simultaneamente ligados. Também foi
estudado, nesse trabalho, a habilidade potencial de células do endosperma nao
diferenciadas de adquirirem tolerancia a dessecacdo. Antes que as células do
endosperma se tornassem invidveis, elas foram submetidas a secagem. Células
do endosperma ndo foram tolerantes a secagem rdpida, concluindo os autores
que durante o desenvolvimento, tolerdncia a desseca¢do ndo é adquirida em
células do endosperma amildceo. Porém, células da camada de aleurona
permaneceram vivas, tolerantes a dessecacdo e apresentaram aparéncia similar
as células embridnicas. Células do endosperma em cereais parecem ter a mesma
competéncia para adquirir tolerdncia a dessecacdo que as células embrionicas.
Esta competéncia ocorre sob condi¢gdes de secagem lenta ou durante
diferenciacdo normal em células da camada de aleurona, mas é perdida quando
as células se diferenciam em endosperma amildceo.

Juntamente com a formagdo do embrido e do endosperma ocorre o
crescimento das paredes do ovdrio que revestirio a semente, constituindo no
pericarpo. O pericarpo é, portanto, um tecido materno independente da
fertilizacdo.

Em sementes de milho doce, Haddad (1931) determinou que o pericarpo
consiste de dez camadas de células externas da parede de ovdrio, sendo o
restante da parede totalmente reabsorvido. Também observou que as sementes
hibridas apresentaram pericarpo mais fino que o das linhagens parentais, em

todos os estagios de desenvolvimento.

2.1.2 Tolerancia a dessecacao

Sementes que sdo tolerantes a dessecagdo e sobrevivem no estado

desidratado por periodos maiores, dependendo das condi¢des de

armazenamento, sdo designadas de ortodoxas (Pammenter & Berjak, 1999).



Estas sementes, apés a histodiferenciacdo e antes da secagem na maturacio,
adquirem a habilidade para germinar e tolerar a dessecagdo (Bewley & Black,
1994). Contudo, essa tolerdncia a secagem nao € uniforme durante todo o
processo de desenvolvimento das sementes. Nao se pode afirmar se a tolerancia
a dessecacdo é desenvolvida antes ou em resposta a perda de dgua durante a
maturacdo (Bewley, 1979).

A tolerancia a desseca¢do € uma caracteristica quantitativa, adquirida
progressivamente. A taxa de secagem influencia a resposta a desidratacdo de
sementes ortodoxas em desenvolvimento (Bewley & Black, 1994) e a tolerancia
a dessecagdo de tecidos vegetativos. Maior tolerdncia a dessecacdo das sementes
¢ observada na secagem lenta, presumivelmente devido ao tempo concedido
para a inducdo e operacdo dos mecanismos de protecdo. A secagem rédpida
impede os processos de recuperacdo, sendo necessdrio mais tempo para os
reparos na reidratagdo (Oliver & Bewley, 1997, citados por Pammenter &
Berjak, 1999).

Embora a secagem lenta em estidgio apropriado pareca acentuar a
capacidade germinativa, existem outros fatores que podem inibi-la, como baixos
potenciais hidricos, altas concentragdes de ABA, tecidos que circundam o
embrido, impossibilitando, assim, a avaliacdo da tolerancia a dessecagdo pela
capacidade germinativa (Leprince et al., 1993).

Sementes secadas lentamente, por vérios dias, continuam a metabolizar
e desenvolver-se até que um nivel critico de teor de dgua seja alcangado,
consequentemente, a tolerdncia a dessecacdo pode aumentar durante este lento
processo de secagem e sua avaliagdo ndo corresponderd ao estiddio de
desenvolvimento em que se encontrava a semente antes do inicio de secagem.
Embora a secagem lenta seja usada como um método para simular a dessecacio

tal qual ocorre na maturacdo, a secagem ripida é a forma mais adequada para



avaliar o grau de tolerdncia a dessecacdo em um estdgio especifico do
desenvolvimento (Pammenter et al., 1991).

Sementes de milho sofrem desidratacdo natural apds a maturidade
fisioldgica e, a medida que perdem 4gua lentamente, tornam-se mais tolerantes
as temperaturas de secagem mais elevadas. Este fato foi comprovado por Herter
& Burris (1989d), que submetendo sementes de milho com umidade de colheita
na faixa de 38-48% a secagem inicial sob baixa temperatura (35°C), e
posteriormente transferidas para um ambiente de secagem a 50°C, observaram
aceleracdo no processo de maturagdo que normalmente ocorre no campo até a
colheita com teores de dgua entre 20-25%, tornando as sementes colhidas com
elevado contetdo de dgua tolerantes a secagem posterior a 50°C. Segundo Hong
& Ellis (1992), Kermode & Bewley (1989) e Kermode et al. (1989), a aquisi¢ao
da tolerdncia a dessecagdo € adquirida coincidentemente com a capacidade para
germinar e a secagem apds a maturidade age para completar o processo de
desenvolvimento e iniciar aqueles processos metabolicos para preparar as
sementes para germinacdo e crescimento.

Rosa (2000), trabalhando com sementes de milho colhidas em espiga
com altos teores de dgua, proximo a maturidade fisiolgica, observou que as
sementes foram tolerantes a secagem a temperatura de 35°C e intolerantes a
temperatura de 50°C. No entanto, pré-secagem inicial a temperatura de 35°C
induziu tolerancia a temperatura de 50°C, a qual foi adquirida gradativamente a
medida que as sementes perderam dgua, e foi mdxima com teores de dgua entre
25,3 e 28,5%. As sementes intolerantes a temperatura de 50°C apresentaram
baixa germinacdo e vigor, além de baixa atividade da o-amilase. A autora
observou que a atividade da o-amilase aumentou com a elevagdo dos periodos
de pré-condicionamento, a medida que as sementes adquiriram tolerancia a
temperatura de 50°C. Ficou evidenciado, nesse trabalho, a necessidade da

reducdo no teor de dgua das sementes para que ocorra a sintese desta enzima,



permitindo o inicio do processo germinativo apds a reidratacdo. Embora as
sementes secas continuamente a 50°C tenham sofrido redu¢do do teor de 4dgua
até préximo de 12%, ndo apresentaram a mesma atividade enzimatica daquelas
que ja haviam adquirido tolerincia a alta temperatura, indicando que os danos
causados as sementes em estddios intolerantes parecem também estar
relacionados a sintese das enzimas necessdrias a degradacdo do amido para o
crescimento do embrido.

Importantes mudangas metabdlicas e bioquimicas na prevencdo de
injirias causadas por alta temperaturas de secagem tém sido estudadas em
sementes de milho. Diferentes niveis de tolerancia sao expressos dependendo do
ambiente no qual as sementes sdo pré-condicionadas. Espigas de milho foram
colhidas com alta umidade (450-500 g de dgua/ Kg) e pré-condicionadas (PC)
para prevenir injdrias devido a subsequente secagem a alta temperatura (45°C).
O PC foi conduzido sob diferentes ambientes (35°C/35% de umidade relativa
(UR); 35°C/90%UR; 20°C/35%UR e 20°C/90%UR) e foram determinados os
niveis de deterioragdo em termos de reservas, atividade enzimatica, respiragao e
mudancas ultraestruturais no meristema radicular. As taxas respiratdrias foram
significativamente maiores em sementes pré-condicionadas a temperatura de 35
do que a 20°C. Apds 48 horas de PC, a atividade da enzima amilase estava
presente principalmente em sementes pré-condicionadas a 35°C/90%UR.
Sementes submetidas a esse tratamento também apresentaram degradagdo dos
grdos de amido, que se concentra primeiramente na base do escutelo, adjacente
ao meristema radicular. Durante o PC foram observadas a migracdo dos corpos
lipidicos para a parede celular das células meristemadticas da raiz e a formagao
dos corpos protéicos dentro dos vacuolos. Essas mudancas foram mais evidentes
em sementes cujos tratamentos permitiram uma maior taxa de secagem, ou nas
sementes mais maduras. A mitocondria permaneceu intacta na maioria dos

tratamentos, sem nenhum prejuizo a sua integridade (Perdomo & Burris, 1998).



Devido ao fato de a dgua afetar as condicdes da célula de muitas
maneiras, os tecidos que sobrevivem a sua remog¢do tém uma combinagdo de
estratégias para limitar os danos resultantes da desidratagdo. Organismos que
sobrevivem a remogdo de dgua possuem constituintes celulares protegidos ou
reparados (Walters et al., 2001)

Virios mecanismos tém sido envolvidos na aquisi¢do e manutengdo da
tolerdncia a dessecacdo, conferindo prote¢do contra as conseqii€ncias da perda
de dgua, em diferentes niveis de hidratacdo. Porém, nenhum mecanismo é, por
si sd, responsdvel por esta tolerdncia; cada componente € igualmente critico,
atuando em sinergismo e controlado no nivel genético (Leprince et al. 1993). A
auséncia ou inefetiva expressdo de um ou mais destes mecanismos determinam o
grau relativo de sensibilidade & dessecacdo (Pammenter & Berjak, 1999).
Sementes que toleram a dessecacdo dispdem de alguns mecanismos de prote¢do
capazes de manter os sistemas de membranas das células, as estruturas das
macromoléculas e as substancias de reserva em condicdes de readquirir suas
funcdes fisioldgicas quando as sementes sdo reembebidas. O desenvolvimento
destes mecanismos depende de caracteristicas genéticas das espécies que
determinam a presenca de substincias como acgtcares soldveis, anti-oxidantes,
enzimas que atuam contra o sistema de oxidagdo lipidica e proteinas especificas
(late embriogenesis abundant proteins — LEA proteinas). Apesar de serem
determinados geneticamente, a presenga destes mecanismos pode ser
intensificada ou reduzida de acordo com a taxa de secagem da semente ou com o
meio ambiente no qual a semente se desenvolveu (Guimaraes, 1999).

O actimulo de actcares ndo reduzidos tem sido envolvido na tolerancia a
dessecacdo. Tecidos tolerantes t€m sido caracterizados por apresentarem alta
quantidade de sacarose e oligossacarideos (estaquiose ou rafinose) e auséncia ou
reduzida quantidade de monossacarideos redutores, como a galactose, manose,

frutose e glicose (Chen & Burris, 1990; Leprince et al., 1992 e Kuo et al., 1998).



No entanto, o amido pode ser hidrolizado para produzir sacarose e outros
oligossacarideos que se acumulam quando as sementes ortodoxas sofrem
secagem na maturacdo (Pammenter & Berjak, 1999). Os oligossacarideos estdo
amplamente distribuidos em muitas espécies de sementes, localizados em
tecidos que permanecem vidveis apds a dessecacdo, incluindo o embrido e a
camada de aleurona de cereais (Brenac et al., 1997).

Durante a desidratacio, agucares especificos podem prevenir os efeitos
danosos da dessecagdo sobre as membranas celulares (Pammenter & Berjak,
1999), podem promover a vitrificacdo ou formacdo de vidro dentro do
citoplasma (Burke, 1986) e estabilizar proteinas (Darbyshire, 1974).

Durante a matura¢do das sementes ocorrem mudancas na natureza das
proteinas a serem sintetizadas. A dessecac¢do de sementes em desenvolvimento é
caracterizada pelo actimulo de um grupo particular de mRNA's e proteinas
LEA's (late embryogeneses accumulated) relacionadas. LEA mRNA's aparecem
em tecidos embriondrios, no comeco da dessecacdo, e tornam-se as mais
prevalecentes espécies de mRNA no estado seco, declinando progressivamente
vérias horas apds embebicdo da semente. A regulacdo dos genes LEA parece ser
principalmente transcricional, pois onde o ABA desempenha um importante
papel, embora em alguns casos a regulagdo pds trasnscricional seja relatada
(Baker et al. (1988); Galau et al. (1991); Roberton & Chandler (1992) e
Williamson & Quatrano, 1988). Para Kermode (1997), a regulacdo da expressao
dos genes LEA provavelmente envolve componentes de outras vias de traducdo
de sinais além do ABA.

Essas protefnas robustas sdo ricas em glicina e outros aminodcidos
hidrofilicos e apresentam poucos residuos hidrofébicos (Baker et al. (1988);
Dure et al. (1989); Piatkowski et al. (1990) e Lane (1991), citados por
Guimardes (1998)). Sao extraidas em condi¢cdes de alta temperatura, nao

apresentando nenhuma atividade catalitica aparente. Estas proteinas resistentes
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ao calor, por sua natureza conservada, propriedades fisicas e abundancia, tem
sido associada com a tolerancia a dessecacdo das sementes (Blackman et al.,
1991; Kigel & Galili, 1995).

O grupo de LEAs que tem recebido maior atengdo € a familia LEA D11,
também conhecida como deidrinas. Além do seu actimulo durante a fase final da
embriogénese, estas proteinas também sdo produzidas por partes vegetativas das
plantas, em resposta a baixa temperatura, a aplicagdo de ABA ou a tratamentos
que impdem um estresse hidrico. As deidrinas t€m sido encontradas associadas
com algumas macromoléculas. Estas proteinas, devido a sua natureza anfipatica,
sdo capazes de inibir a denaturacdo de macromoléculas e estabilizar estruturas
intracelulares sob condi¢cdes de estresse, incluindo estresse hidrico severo
(Blackman et al. (1995) e Close (1997)).

Foi sugerido que as proteinas LEAs podem ligar {ons e dgua, podendo
também estar associadas com os aguicares, controlando a taxa de perda de 4gua,
mantendo, assim, a viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco (Walters
et al., (1997), citados por Pammenter e Berjak, 1999).

Outra classe de proteinas que apresenta o0 mesmo padrdo temporal de
expressdo das proteinas LEA’s sdo as proteinas resistentes ao calor (Heat Shock
Proteins (HSP)), expressas durante o desenvolvimento das sementes.

Os organismos, quando submetidos a temperatura elevada, reagem a
esse estresse, induzindo uma transicdo na expressdo dos genes, que na sua
maioria interrompem ou atenuam a sua expressdo. Um grupo especifico de
genes, chamado HS genes (heat shock), € rapidamente induzido em niveis
elevados sob condi¢des de estresse (Schlesinger et al., 1982, citados por Gurley,
2000). Um dos mecanismos mais estudados na adaptacdo dos organismos a
condi¢do de estresse € a inducdo das proteinas resistentes ao calor, “heat shock

proteins” (HSPs), o qual inclui vérias familias de proteinas conservadas.

Proteinas codificadas por esses genes capacitam as células a sobreviverem aos
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efeitos nocivos do calor. A maior parte das HSPs, que sdo expressas em resposta
ao calor e outros estresses, tem funcdes relacionadas e ameniza problemas
causados pela agregac@o e md estruturacio de proteinas. Entretanto, cada familia
tem um unico mecanismo de acdo; algumas promovem a degradacdo de
proteinas mal estruturadas, outras juntam diferentes tipos de estruturas
intermedidrias, prevenindo-as da agregacdo (Hsp70 e Hsp60), e outras
promovem a reativacdo de proteinas que tenham sido agregadas (Hspl00).
Sendo assim, acredita-se que essas protefnas t€m uma funcdo na estabilidade da
conformacgdo das proteinas, sugerindo um papel importante no mecanismo de
tolerdncia a dessecacdo em sementes. Segundo Vertucci & Farrant (1995), a
fun¢do das HSP tem sido relacionada tanto na preservacdo como no reparo das
estruturas macromoleculares durante a desidratacdo ou reidratacio,
respectivamente. Embora todos os organismos sintetizem HSPs em resposta ao
calor, o balango de proteinas sintetizadas e a relativa importancia das familias
individuais de HSP na tolerdncia a estresse variam enormemente entre
organismos (Queitsch et al. 2000).

As principais classes das HSPs, citadas por Hong e Vierling (2000),
estdo presentes em plantas e incluem proteinas de peso molecular variando de 15
a 28 Kda; Hsp60; Hsp70; Hsp90 e Hspl100 (Gurley, 2000). A Hsp101, que é
requerida para a termotolerdncia em bactéria e levedura, é também essencial
para a termotoleréncia em eucariontes.

Essas proteinas resistentes ao calor foram identificadas em eixos
embriondrios de sementes de soja por Blackman et al. (1991). O nivel destas
proteinas foi correlacionado com a tolerincia a dessecagdo tanto na fase de
desenvolvimento como na germinagdo das sementes, aumentando 44 dias ap6s
florescimento, quando a tolerancia a dessecacdo foi alcangada, e diminuindo
apo6s 18 horas de embebigdo, quando a tolerincia foi perdida. Um conjunto de

sete proteinas estdveis ao calor estava consistentemente presente quando a
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sementes estavam tolerantes a dessecacdo. Este conjunto continha trés proteinas
com pesos moleculares de aproximadamente 70, 64 e 25,5 kD e um grupo de
quatro proteinas com peso molecular variando de 32 a 40 kD. Sementes de soja
em desenvolvimento acumulam proteinas da maturacdo estdveis ao calor,
porém, o desenvolvimento da tolerancia a desseca¢do ndo se correlaciona com
este acimulo. Segundo os autores, a habilidade ou a falta de algum fator para
expressar LEAs ou proteinas semelhantes as deidrinas por si préprias ndo pode
ser tomadas como um indicativo de que as sementes de uma espécie em

particular pode ou nio resistir a desidratacao.

2.2 Ponto de colheita e sensibilidade das sementes a injiiria por secagem

Definir o melhor momento da colheita, a partir do ponto de maturidade
fisiologica das sementes, é de fundamental importancia. A colheita deve ser
efetuada no momento adequado, com o intuito de reduzir ao mdximo as
possiveis perdas qualitativas e quantitativas. Um maior ou menor decréscimo na
qualidade das sementes ocorre em funcdo das condi¢des ambientais durante o
desenvolvimento das sementes até a colheita, e também das injdrias mecanicas
na colheita e beneficiamento (Abdul-Baki & Anderson, 1972; McDonald Jr.,
1975 e Fontes, 1980).

Embora o teor de dgua das sementes seja uma caracteristica utilizada
para determinacdo da maturidade fisioldgica, esse varia entre gendtipos e
condi¢des do ambiente (Knittle & Burris, 1976 e Hunter et al., 1991). Por meio
de pesquisas tem sido demonstrado que a maturidade das sementes de milho
pode ocorrer em conteido de dgua em torno de 28 a 42%, dependendo do
genétipo em questdo (Daynard & Duncan, 1969; Rench & Shaw, 1971 e Carter
& Poneleit, 1973). As mudangas nas caracteristicas morfolégicas das sementes

tém sido usadas no desenvolvimento de métodos para determinar a maturidade
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de sementes, como a presenca ou formacdo da camada negra e o
desaparecimento da linha de leite, que corresponde a transicdo entre o
endosperma leitoso e o farindceo, as quais apresentam boa correlagdo com a
maturidade fisiolégica (Hunter et al., 1991;Von Pinho, 1997; Guimaraes, 1999).
Mudangas fisioldgicas das sementes também tém sido estudadas (Rosa, 2000).

A maturidade fisioldgica ¢ o momento em que a semente atinge o seu
maximo peso de matéria seca, sendo um referencial importante da
independéncia da semente em relagdo a planta mae. No entanto, 0 maximo peso
de matéria seca nem sempre coincide com a maxima qualidade fisioldgica, isto
¢, de mdxima germinacdo e vigor (Guimaraes, 1999; Von Pinho, 1997).

Para Borba et al. (1995), a médxima qualidade, avaliada por meio do teste
de germinacdo e do teste de envelhecimento artificial, coincidiu com a
maturidade fisiolégica em sementes do hibrido simples HS 200. Também
Tekrony & Hunter (1995) demonstraram que o mdximo vigor de sementes de
milho oriundas de diferentes genétipos ocorreu na maturidade fisioldgica, que
foi determinada pela formacdo da camada negra. Nessa mesma pesquisa, em
plantas que foram submetidas a uma condi¢@o de estresse como a desfolha ou
alta temperatura durante desenvolvimento da semente, foram observados menor
peso seco de sementes e menor periodo para alcancarem a maturidade, porém o
maximo vigor dessas sementes ocorreu no mesmo estidio das plantas,
independentemente das condi¢gdes de estresse.

Diante do exposto, as sementes de milho poderiam ser colhidas no ponto
de maturidade fisiolégica. No entanto, nesta fase, a colheita mecanizada em
graos fica inviabilizada devido ao alto teor de dgua das sementes, o que as
predispde a maior incidéncia de danos mecénicos. Apesar da colheita
mecanizada em graos ser bastante difundida, a colheita de sementes de milho em
espigas tem aumentado significativamente na industria de sementes. A adogao

do sistema de colheita em espiga permite que a colheita de sementes de milho
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seja efetuada préximo ao ponto de maturidade fisiolégica, obtendo-se sementes
de qualidade fisioldgica superior, tendo em vista a possibilidade de colheita
antecipada e menor incidéncia de danos mecanicos que normalmente ocorrem
durante a colheita mecanizada, além da possibilidade da realizacdo do processo
de selecdo de espigas, visando o descarte das espigas atipicas, mal formadas,
infestadas e que diferem do padrdo da cultivar em questdo (Scaranari, 1997).

A colheita antecipada em espigas permite, ainda, a viabilizacdo das
estruturas de producio, de secagem e de beneficiamento. No entanto, o aumento
da eficiéncia nesse tipo de colheita requer uma secagem mais rdpida, com a
adocdo de temperaturas de secagem e vazdes de ar mais elevadas. Entretanto,
temperaturas altas reduzem a germinagdo e o vigor das sementes (Toledo &
Marcos Filho, 1977).

Quando a 4dgua é removida das sementes durante o processo de secagem,
ha pelo menos trés tipos de danos a serem considerados: dano mecénico
associado com a reducdo do volume celular; processos degradativos, podendo
ser mediados por radicais livres, provavelmente conseqiientes de uma
desorganizacdo metabdlica em contetidos intermedidrios de 4dgua. O dano
ocorrido por meio desses processos pode ser considerado como ‘“dano
metabdlico induzido”. Esse dano é considerado o resultado direto da imposi¢do
de um severo estresse hidrico no tecido metabolicamente ativo. A causa imediata
da sensibilidade a dessecacdo € a inabilidade que o tecido tem de se tornar
tolerante a dessecacdo e se proteger adequadamente contra as conseqii€ncias da
desidratacdo do tecido que estd ativamente metabolizado. Por dltimo pode-se
citar o dano devido a perda da integridade estrutural, que pode ser considerado
como um dano de dessecacdo “sensu stricto”, j4 que a dgua estd associada as
superficies macromoleculares, incluindo as membranas, mantendo sua

integridade (Pammenter & Berjak, 1999).
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A susceptibilidade das sementes aos danos por secagem ¢é funcdo das
condi¢des de secagem como temperatura, tempo de exposicdo as altas
temperaturas, volume e pressao estdtica do ar de secagem, velocidade e método
de secagem, qualidade e teor de dgua iniciais da semente, além dos aspectos
genéticos (Navratil & Burris, 1984; Herter & Burris, 1989a; Chen & Burris,
1990 e 1991).

A remocdo de agua das sementes durante a secagem pode causar
alteracdes quimicas, fisicas e bioldgicas, tornando criticas as condicdes de
realizacdo da secagem, as quais devem ser escolhidas tendo em vista,
primordialmente, os efeitos que podem ter sobre a qualidade das sementes.

O processo de secagem ndo aumenta a porcentagem de sementes
quebradas, mas pode provocar fissuras internas ou superficiais, tornando as
sementes mais suscetiveis a quebra durante o beneficiamento (Gustafson et al.,
1978; Gustafson & Morey, 1981).

Em sementes, as principais conseqiiéncias de trincas e fissuras sdo a
redugdo da capacidade de regulacdo de trocas hidricas e gasosas e o aumento da
susceptibilidade a acdo de microrganismos, insetos e produtos quimicos de
tratamento (Moore, 1974; Soave & Moraes, 1987; Wetzel, 1987 e Carvalho &
Nakagawa, 1988).

Uma possibilidade de minimizar os danos por secagem tem sido a
hipétese sugerida por McDonald et al. (1988), citados por Allen et al. (2000),
envolvendo a redistribuicdo da 4gua dentro das sementes para reduzir a
dessecacdo do embrido. A idéia € de que tecidos ndo embridnicos podem servir
como um reservatério de &4gua para a germinacdo. A 4dgua contida no
endosperma das sementes pode, similarmente, servir tanto para reduzir a taxa
quanto o grau de estresse causado pela desidratacdo no embrido. Para efetivar

esta idéia, o endosperma teria que se posicionar de tal forma a permitir o
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movimento da 4gua para o embrido durante o processo de secagem.
Anatomicamente isto ocorre na maioria dos cereais.

A causa primdria do dano produzido por altas temperaturas em tecidos
vegetais €, conforme Daniel et al. (1969), a desintegracdo do sistema de
membranas celulares, possivelmente por alteragdes nos lipideos que as
constituem. Quando a 4gua é removida das sementes durante o processo de
secagem, ocorre a perda da integridade estrutural das membranas, ja que a dgua
estd associada as superficies macromoleculares, mantendo sua integridade
(Pammenter & Berjak, 1999).

Na secagem de sementes, os tonoplastos e plasmodesmos, que
normalmente ret€m solutos, perdem a sua integridade, deixando de agir como
barreira durante a embebicdo (Bewley & Black, 1992). Se esta for muito rdpida
ou extemporinea ndo ocorre a reconstituicdo das mesmas, ocorrendo perda dos
solutos e conseqiiente queda no vigor da semente.

Reducdes na qualidade fisiolégica das sementes sdo, em geral,
acompanhadas pelo aumento na liberacdo de eletrdlitos e acuicares pelas
sementes embebidas em dgua, relacionado a perda de permeabilidade seletiva
das membranas celulares (Vieira, 1994). Baker et al. (1991) reforcaram a
hipétese de que a redugdo da germinagdo, com secagem a altas temperaturas, é
devida a danos na membrana celular ou a desorganizacdo de componentes
celulares. Sendo assim, a utilizagdo de testes de vigor € muito util para o
acompanhamento da perda da qualidade das sementes no processo de produgio,
uma vez que a perda de vigor precede a perda da viabilidade.

Rosa et al. (2000) demonstraram que existem danos em sistemas de
membranas de sementes, associados ao processo de secagem, detectdveis pelo
teste de condutividade elétrica, o qual é eficiente para diferenciar lotes com

diferentes danos causados pela secagem. Quando as sementes de milho foram
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pré-embebidas lentamente antes da instalacdo do teste, houve uma alta
correlacdo dos valores de condutividade com os outros pardmetros de qualidade.

Temperaturas elevadas de secagem ainda podem resultar em reducdo no
ndmero e tamanho do grao de amido em eixo embriondrio de sementes de milho.
Uma maior lixiviagao de acticares e hidrélitos ocorreu em sementes secadas a
50°C em relacdo as secadas a 35°C, podendo ser um indicativo do aumento da
permeabilidade das membranas, em razdo de maiores danos nos componentes
das membranas celulares (Seyedin et al., 1984), Por outro lado, Herter & Burris
(1989b) sugeriram que o aumento da permeabilidade das membranas seria
apenas um dos fatores responsdveis pelo dano térmico, podendo a integridade do
pericarpo, por exemplo, afetar a condutividade elétrica dos exsudatos liberados
pelas sementes de milho.

Assim como nos danos causados por secagem, as membranas sdo tidas
como o local em que ocorrem os danos por embebi¢cdo a baixa temperatura
(“imbibitional chilling”), reduzindo a germinacdo e o crescimento de plantulas.
(Herter & Burris, 1989c). O efeito negativo da baixa temperatura sobre a
germinacdo e desenvolvimento da plantula é chamado de dano por resfriamento
e estd relacionado, provavelmente, com a danificagdo da membrana, acarretando
em perda de vdrios compostos organicos do eixo embriondrio, principalmente
nucleotideos. Para a deteccdo dos danos ocasionados pela alta temperatura de
secagem, o teste frio tem apresentado maior sensibilidade que o teste de
germinacdo. Altas temperaturas de secagem podem alterar as membranas e com
isso, reduzir a tolerincia ao frio, como sugerido por Navratil & Burris (1984).

Espigas de milho colhidas com 48% de umidade foram secadas
inicialmente a 50°C, e depois a 35°C, estado no qual permaneceram até que o
teor final de d4gua das sementes atingisse 12%, sendo entdo submetidas aos testes
de germinacdo (TG), teste frio (TF) e de condutividade elétrica. A injdria as

membranas pela secagem, avaliada pelo teste de condutividade elétrica, teve
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maior importancia ou ndo, dependendo da linhagem, sendo que outros tipos de
danos puderam afetar a viabilidade, sem aumentar os valores de condutividade
elétrica. Com esses resultados, os autores Herter & Burris (1989b) inferiram que
a desestruturag@o do sistema de membranas € um dos danos ocasionados pelo
processo de secagem.

Paralelamente € aceita a teoria de que o calor excessivo provoca, entre
outras alteragdes, a desnaturacdo de proteinas. Segundo Herter & Burris (1989a),
danos térmicos as sementes sdo caracterizados pela ruptura de ligagcdes
peptidicas de proteinas e outros componentes celulares, sendo que o inicio do
efeito deletério, durante secagem a alta temperatura, coincidiu com o inicio da
secagem do embrido; contudo, nao foi possivel concluir se a perda de dgua do
embrido é a causa principal da injdria. Altas temperaturas de secagem, segundo
Wall et al (1975), citados por Peplinski et al. (1994), podem diminuir a
solubilidade e a capacidade de ligacdo das proteinas, bem como a atividade
enzimdtica.

Peplinski et al. (1994) observaram perda das proteinas classificadas
como albuminas com o aumento da temperatura de secagem em sementes de
milho. Quando as sementes, colhidas com 30% de teor de 4gua, foram secadas a
25-55°C, apresentaram albuminas com bandas de pesos moleculares entre 25-70
kDa, desaparecendo na temperatura de 70°C e quase inexistentes a 85-100°C.
Nao foi revelada nenhuma mudancga nos padrdes de prolaminas nas sementes
secadas a altas temperaturas de secagem, sugerindo que essas proteinas podem
nao ser tdo facilmente desnaturadas como as albuminas. Quanto a viabilidade,
apenas 29% das sementes foram vidveis na temperatura de secagem de 55°C e
totalmente invidveis nas temperaturas mais elevadas. Com o aumento da
temperatura, o peso das sementes e a germina¢do diminufram e a suscetibilidade

a quebra aumentou (Peplinski et al.,1994).
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Para estudar as mudancas morfoldgicas e fisioldgicas associadas com a
secagem em embrides de milho, sementes de milho hibrido foram colhidas em
espiga, com teor de dgua de 30-36%, e submetidas a secagem artificial nas
temperaturas de 35 e 45°C; a secagem natural, sob condicdo ambiente, a 23°C;
ou entdo debulhadas e secadas em secadores a 35°C, sendo esta considerada uma
secagem rdpida. Pela andlise do peso seco da plantula, pode-se observar uma
maior sensibilidade da radicula a injdria por secagem, com maior propor¢ao da
relacdo peso seco da parte aérea/ radicula na secagem ripida. Embora estudos
prévios tenham mostrado um aumento na lixiviacdo de exudatos das sementes
com o aumento da temperatura de secagem, houve pouca diferenca entre as trés
temperaturas utilizadas na secagem em espigas. Apesar de a secagem a 45°C em
espigas ter resultado em algum aumento na condutividade, esta injiria as
membranas foi muito menor e ndo pode ser associada com as mesmas fontes de
eletrélitos dos materiais secados rapidamente. O grande aumento de lixiviados
observados em sementes secadas rapidamente sugere a importancia dos corpos
lipidicos alinhados adjacentes a parede celular da radicula dos eixos
embriondrios, contribuindo para o controle de lixiviados pela membrana. Nas
sementes submetidas a uma taxa de secagem moderada (23°C, 35°C ou 45°C), os
corpos lipidicos parecem ter sido movimentados para fora do citoplasma e
ficado firmemente alinhados a plasmalema. Na secagem ripida, houve uma
distribuicdo aleatéria destes corpos através do citoplasma com um moderado
alinhamento. Foi constatado ainda, nessa pesquisa, que a temperatura elevada de
secagem resultou em mitocondria com cristas pouco visiveis, diferentemente das
sementes secadas a 35°C, que apresentaram cristas mitocondriais bem definidas
e membranas internas e externas aparentemente intactas. A mais alta taxa de
consumo de oxigénio durante a embebicao dos eixos embriondrios de milho foi

observada nas sementes secadas sob condicdo ambiente, seguidas pelos

tratamentos conduzidos nas temperaturas de 35°C e, finalmente, a de 45°C.
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Andlise molecular revelou que a proteina com peso molecular de 66 kDa da
fracdao das proteinas ndo desnaturadas pelo calor e soliveis em agua, extraidas
de eixos embriondrios, foi induzida pela secagem e acumulada em sementes de
todos os tratamentos, sendo em menor porcentagem na secagem rapida a 35°C,
devendo-se considerar também o tempo de secagem. Esta proteina tem
apresentado uma relacdo com a familia das LEAs proteinas (Burris et al., 1997).
Outra pesquisa realizada com o intuito de estudar o efeito da
temperatura de dessecacdo sobre a funcionabilidade da mitocondria durante os
primeiros estdgios de embebi¢do das sementes foi conduzida por Madden &
Burris (1995). Foram utilizadas sementes de milho hibrido, com teor de 4gua
inicial de 35 a 50%, cujo parental feminino era sensivel a alta temperatura de
secagem, as quais foram secadas artificialmente a 35°C (BT: baixa temperatura)
ou a 45°C (AT: alta temperatura) até 12% de teor de dgua. A viabilidade das
sementes, estimada pelo teste de germinacao, foi maior que 90% para todos os
tratamentos. No teste frio, houve uma reducio na viabilidade das sementes que
foram secadas a 45°C, quando comparada com a obtida a temperatura de 35°C.
A umidade de colheita teve pouco efeito sobre o resultado do teste frio,
comparada com a temperatura de secagem. A medida que a umidade de colheita
diminuiu, as sementes tornaram-se mais tolerantes a alta temperatura de
secagem. Para cada umidade de colheita, o tratamento AT teve uma maior
relacdo da parte aérea/radicula que o BT. Quando embrides foram cultivados em
meio de cultura, houve um atraso no inicio da elongacido daqueles que foram
secados a 45°C. A taxa de absor¢do de oxigénio das sementes secadas a 45°C foi
menor que a 35°C e o desenvolvimento e funcionabilidade da mitocdndria foram
prejudicados pela alta temperatura de secagem. Vale ressaltar que a mitocondria
¢ a fonte primdria de energia durante a germinagdo, € um mecanismo para
estabilizacdo ou prote¢do de suas membranas internas durante a dessecagdo das

sementes seria um elemento critico para a germinagao.
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Um comentério feito por Ehrenshaft & Brambl (1990), citados por
Burris & Madden (1993), é de que logo apds a embebicdo das sementes, a
absorcdo inicial de oxigénio pelos tecidos hidratados € geralmente atribuida a
presenca de um sistema enzimdtico mitocondrial nas sementes secas, que se
tornam ativas quando hidratadas. Apds completa a hidratacdo das sementes, a
taxa respiratéria parece depender de um continuo desenvolvimento da
mitocondria, devido inicialmente a importagcdo e organizacdo de proteinas pré-
existentes no citoplasma (Nakayama et al. (1990), citados por Burris & Madden
(1993).

A injuria fisioldgica causada pela secagem, além de refletir na estrutura
da mitocondria e na reducio da taxa respiratéria, pode ocasionar mudancas em
outros sistemas subcelulares, incluindo cromossomas (Roberts, 1972 e 1981),
bem como na producdo de pigmentos carotendides (Seyedin et al., 1984).
Roberts (1981) sugeriu que, antes de prejudicar a porcentagem de germinacao ou
o desenvolvimento das plantulas normais, a secagem excessiva reduz a
velocidade de germinagdo e, em casos mais severos, eleva a freqiiéncia de
anormalidades nas plantulas.

A temperatura das sementes durante a secagem ndo deve ultrapassar
determinados, valores, que variam em funcdo do teor de dgua com que as
sementes se encontram no momento em que estdo sendo expostas a corrente de
ar aquecido (Toledo & Marcos-Filho, 1977 e Carvalho & Nakagawa, 1988).
Sementes com teores de dgua mais elevados sdo mais sensiveis aos danos
térmicos; por isso, quanto mais elevado o teor de dgua, menor deve ser a
temperatura empregada na secagem (Carvalho & Nakagawa, 1988). Entretanto,
segundo Herter (1987), o dano térmico ocorre durante a ultima fase da secagem,
quando o teor de dgua da semente e a velocidade de secagem sdo menores
devido a redugdo da velocidade de evaporacdo e a elevacdo da temperatura do

embrido.
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Brooker et al. (1974) recomendaram temperaturas de secagem maximas
entre 40,5 e 43,3°C, acima das quais danos fisicos ou quimicos podem ser
gerados. Por outro lado, se a temperatura de secagem for muito baixa, a duragao
do processo poderd ser prolongada, permitindo, assim, o desenvolvimento de
fungos e acelerando o processo de deterioracdo das sementes.

De acordo com Baker et al. (1993), sementes de milho com teor de dgua
acima de 25% sao secadas a uma temperatura de 35°C, e aquelas com valores
inferiores a 25%, a 40-43°C. Entretanto, estes autores salientaram que sementes
de milho com teores de dgua acima de 25% podem ser secadas a uma
temperatura de 43°C sem perda de germinagdo, e que essas sementes podem
tolerar temperatura de secagem de 48°C, quando o teor de dgua é inferior. No
caso de secagem de milho em espigas, a temperatura do ar de secagem varia
entre 40 e 50°C, ndo devendo ultrapassar esse limite, segundo Amaral &
Dalpasquale, (2000), para nao comprometer a qualidade fisioldgicas das
sementes.

Baker et al. (1991) secaram espigas inteiras, meias-espigas e sementes
debulhadas de milho as temperaturas de 32, 40, 48 e 56°C e observaram que a
taxa de secagem variou entre os hibridos e a temperatura utilizada. Tamanho das
espigas, formato e tipo de pericarpo podem ter influenciado no tempo de
secagem das espigas entre os materiais estudados. Sementes hibridas que
apresentaram secagem mais lenta também apresentaram menor germina¢do. Em
geral, a germinacdo foi reduzida mais drasticamente com a secagem do milho
debulhado em comparacdo com a secagem das espigas inteiras. Para os autores,
estes resultados corroboram a hipétese de que secagem realizada sob condi¢des
de temperaturas elevadas reduz a germinagdo devido aos danos causados as
membranas celulares ou a desorganizacdo dos componentes celulares, mas

discordam de que a redu¢do da germinagdo seja funcdo do efeito acumulativo da
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exposi¢cdo das sementes as condi¢des de alto teor de 4gua e elevada temperatura
de secagem.

Para Burris & Madden (1993), o teor de dgua das sementes de milho
durante a colheita teve pouco efeito sobre o vigor, avaliado pelo teste frio,
comparado com a temperatura de secagem, sendo que a temperatura de 45°
ocasionou maiores redu¢des no vigor que a de 35°C.

Infere-se, dessa forma, que a secagem, quando conduzida de forma
inadequada, pode ocasionar danos irreversiveis as sementes, comprometendo a
sua qualidade e conseqiiente utilizacdo. Durante o processo de secagem, o teor
de 4gua inicial interfere na germinacdo das sementes e também define a
temperatura mais adequada a ser utilizada, sendo esta interferéncia dependente

do genétipo estudado.

2.3 Controle genético para tolerancia a secagem

Sabe-se que a tolerincia a dessecacdo pode variar em fungdo do
gendtipo, sendo essa caracteristica importante durante o processo de selecdo
realizado nos programas de melhoramento.

Uma condicdo essencial para tornar eficiente qualquer programa de
melhoramento genético € estudar, com relagdo a populagdo base ou aos genitores
escolhidos, os sistemas poligénicos que determinam as caracteristicas
quantitativas de interesse. Tal procedimento permitird avaliar a variabilidade
genética existente na populacio de referéncia ou no grupo de pais selecionados,
bem como inferir sobre os tipos e as importincias relativas das intera¢des
génicas que atuam na determinagdo dos caracteres, favorecendo a escolha do
processo seletivo que maximize os ganhos esperados com sele¢do. Para realizar
estes estudos € comum o uso de um delineamento genético ou sistema de

cruzamentos, como o dialelo (Wricke & Weber, 1986).
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A expressdo dialelo refere-se a todas as possibilidades de hibridagdes,
realizadas aos pares, dentro de um grupo de parentais. O conceito de cruzamento
dialélico foi apresentado por Griffing (1956) como o conjunto das p2
combinacdes hibridas possiveis de serem obtidas a partir de p genitores. De
acordo com Hallauer & Miranda Filho (1988), os esquemas e as andlises de
cruzamentos t€m sido desenvolvidos com parentais cujas bases genéticas variam
desde linhagens puras até variedades com ampla base genética.

Do ponto de vista tedrico, por meio do estudo dos cruzamentos
dialélicos pode-se entender melhor a natureza da acdo génica presente em
caracteres de importancia para a agricultura (Kempthorne, 1956). J4 do ponto de
vista aplicado, os cruzamentos dialélicos fornecem estimativas da capacidade
geral de combinagdo (CGC) e da capacidade especifica de combinacao (CEC). A
primeira caracteriza o comportamento do parental em vdrias combinacdes
hibridas, enquanto a segunda caracteriza o comportamento de combinacdes
hibridas especificas em relacio a média dos parentais. Assim, a CGC estd
associada principalmente a genes de efeitos aditivos, mas também dominantes e
epistéticos do tipo aditivo x aditivo; j4 a CEC depende basicamente de genes de
efeitos dominantes e epistiticos do tipo dominante x dominante (Sprague &
Tatum, 1942).

Em programas de melhoramento, o conhecimento dos componentes da
capacidade de combinagdo € relevante na escolha dos parentais divergentes
envolvidos em esquemas de cruzamentos, sobretudo quando se deseja
desenvolver linhagens superiores e identificar hibridos promissores (Melo,
1987).

Do ponto de vista estatistico, os cruzamentos dialélicos podem ser
analisados segundo os modelos fixo e aleatdrio. No primeiro, os parentais sao
escolhidos e ndo representam uma amostra de uma populacio. Isso implica que

as conclusdes somente sdo validas para o material genético estudado, ndo
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podendo ser extrapoladas ou generalizadas. J4 no modelo aleatério, os parentais
sdo amostras de uma populacio de referéncia, como, por exemplo, uma geragao
F2, e as conclusdes tiradas em relacdo aos parametros da populacdo (Lopes,
2001).

O grande interesse pelo assunto de cruzamentos dialélicos fez com que
os conhecimentos evoluissem, sendo desenvolvidos varios métodos de analise
dialélica, como os desenvolvidos por Griffing (1956), objetivando estudar a
capacidade de combinacdo dos pais, geral e especifica, e se os hibridos
reciprocos sao incluidos, a presenga de efeitos génicos extranucleares.

A principal desvantagem do dialelo em sua forma tradicional é o
elevado nimero de combinagdes hibridas resultantes, quando sdo muitos 0s
genitores a serem considerados, o que pode ser limitante para obtengdo e/ ou
avaliacdo experimental, dependendo da espécie, de recursos humanos e
financeiros disponiveis, entre outros fatores. Uma alternativa para contornar este
problema € dividir os N progenitores em dois grupos, um com n € 0 outro com n'
pais (n + n' = N), e utilizar o sistemalialelo parcial. Contudo, o dialelo parcial
pode ndo ser simplesmente uma alternativa para a andlise genética, mas sim a
alternativa quando os N genitores estdo, por alguma razdo, separados em dois
grupos (Viana, 1995).

A analise dialélica como um todo, incluindo a analise de variincia,
permite, portanto, um estudo do controle genético dos caracteres avaliados e a
avaliacdo da variabilidade genética existente entre os pais. Permite também a
andlise do ganhos genéticos esperados com a selecdo e os estudos de heterose
(Jinks, 1955), de efeitos génicos extranucleares e da interagdo efeito génico x
ambiente, no caso de avaliacdo experimental em mais de uma condi¢do
ambiental (Allard, 1956).

Embora a maioria dos caracteres dos organismos superiores seja

controlado por genes nucleares, que segregam de acordo com o comportamento
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dos cromossomos na meiose, existe outro grupo de caracteres que € herdado
gracas aos genes ou produtos génicos presentes no citoplasma, no qual o gameta
feminino contribui com quase a totalidade do citoplasma para o descendente.
Assim, para estudar este tipo de heranca, deve-se verificar se existe diferenca
entre os resultados de um cruzamento e de seu reciproco. Cruzamento reciproco
€ aquele em que o genitor é usado ora como fé€mea, ora como macho; e se os
resultados de um cruzamento e de seu reciproco forem idénticos, a heranga do
carater em questdo € controlada por genes nucleares. Caso contrdrio, o carater é
devido a efeitos citoplasmadticos, ou seja, os descendentes de cada cruzamento
terdo sempre o mesmo fendtipo do genitor feminino, o qual contribui com o
citoplasma. Este tipo de heranca pode ser explicado pelo efeito materno, ou
heranca extracromossdmica (Ramalho et al., 1990).

O efeito materno é um caso especial de heranca controlado por genes
nucleares da méde, porém € responsdvel por certas condi¢des do citoplasma do
6vulo, provavelmente produtos génicos. A expressdo fenotipica dos
descendentes é independente dos genes doados do pai. E importante salientar
que o efeito materno na expressdo desses caracteres nos descendentes se dd
apenas por uma ou, no maximo, duas geragdes (Ramalho et al., 1990).

O efeito materno é utilizado como sendo a principal explicacdo de
resultados de cruzamentos reciprocos para a heranga do teor de proteinas no grao
de soja, feijao, teor de 6leo do grdo de soja e metionina no feijio (Mesquita,
1989).

Num estudo dialélico envolvendo 8 populacdes segregantes e seus 56
cruzamentos reciprocos, conduzido em solos dcidos, para determinar a
importincia de fatores nucleares e citoplasmaticos em determinados caracteres
agrondmicos em milho, Salazar et al. (1997) constataram a auséncia de efeitos
reciprocos para todas as caracteristicas, indicando que a tolerincia a condi¢des

de solos 4cidos foi controlada por genes nucleares.
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Com o intuito de avaliar a influéncia do efeito materno e o contetido
inicial de dgua sobre a sensibilidade ao frio durante a germinagc@o de sementes
de milho, Cal & Obendorf (1972) observaram que a embebicdo de sementes de
milho com teor de dgua de 6% resultou em aborto de radicula, proliferagdo de
raizes seminais e injuria as plantulas, na germinacido conduzida a 25°C. Para
certas linhagens e hibridos, prolongada exposi¢do a 5°C resultou em reduzida
sobrevivéncia. Houve linhagens tolerantes ou nao aos danos por embebicdo ao
frio, e a sensibilidade dos hibridos reciprocos indicou efeito materno. A heranga
citoplasmatica da mitocondria pode explicar a relagdo entre o hibrido e o
parental feminino em resposta ao frio, pois somente a linhagem materna pode
fornecer mitocondria e outras organelas num cruzamento. E 6bvio que nio se
pode esperar o mesmo comportamento da linhagem com relagdo ao seu hibrido
em funcdo da heterose. Com isso, os autores concluiram que a influéncia
materna e a umidade inicial das sementes podem controlar a sensibilidade ao frio
durante a germinacdo, sendo assim uma alternativa para selecdo de hibridos
tolerantes as condicdes de baixa temperatura.

A susceptibilidade das sementes a injdria por secagem varia com o tipo
de gendtipo, existindo diferencas entre as linhagens quando utilizadas como
parental feminino ou masculino. Navratil (1981) relatou que sementes hibridas
de milho colhidas com teor de dgua superior a 40% foram mais ou menos
tolerantes a temperatura de secagem de 50°C, dependendo do parental feminino
utilizado, e que sementes de linhagens tolerantes a injuria por secagem devem
dissipar d4gua mais rapidamente do que as intolerantes, que, por sua vez, levaria a
um resfriamento também mais rdpido.

Seyedin et al. (1984), em estudo no qual foram avaliados efeitos da
temperatura de secagem sobre a qualidade das sementes de milho, observaram

que embrides de sementes da linhagem intolerante colhidas com teor de dgua de
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47% e secadas a 50°C continham um pigmento carotenogénico ndo produzido
pela linhagem tolerante.

Outro trabalho relacionando a temperatura de secagem e maturidade,
sobre a qualidade de sementes de milho de diferentes genétipos, foi realizado
por Burris & Navratil (1980). O teor de dgua das sementes na colheita variou de
45-50% a aproximadamente 20%. Nenhuma diferenca foi observada nos valores
de germinagdo das sementes da linhagem tolerante quando as mesmas foram
secadas em temperaturas de 35, 40 e 45°C e colhidas com diferentes teores de
dgua. Ja no teste de frio, sementes da linhagem tolerante apresentaram reduzida
emergéncia de plantas quando colhidas com 32% de teor de dgua e secadas a
50°C. Sementes secadas a 50°C sofreram mais com a injdria porembebicdo a
frio e a diferenca entre a germinacio das sementes que foram embebidas a 10 e
25°C foi bastante pronunciada, ndo sendo evidente quando a temperatura de
secagem foi de 40°C. Sementes da linhagem tolerante apresentaram maior taxa
de secagem, seguidas das linhagens intermedidria e intolerante. Os autores
sugeriram que gendtipos tolerantes podem ser capazes de dissipar umidade a
uma maior taxa que os tipos intolerantes. Diante dos resultados, os autores
concluiram que a injuria por secagem pode aumentar a susceptibilidade a injdria
ao frio, porém a resisténcia de uma ndo pode ser relacionada com a resisténcia
da outra; uma ripida taxa de secagem parece estar associada com tolerancia aos
danos da secagem, embora o trabalho tenha sido conduzido com um nimero de
germoplasma limitado; e por dltimo, existe uma substancial divergéncia genética
para tolerdncia a secagem e uma significativa intera¢do entre linhagem x teor de
dgua de colheita x temperatura de secagem.

Num trabalho conduzido por Kollipara et al. (2002), objetivou-se
identificar diferencas na expressdo de genes relacionados a tolerancia a
dessecacdo (TD) e germinagdo conduzida a baixa temperatura (CG) de hibridos

de milho e seus reciprocos. Cinco linhagens contrastantes para as caracteristicas
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de tolerincia a baixa temperatura de germinacao e tolerancia a dessecacgdo foram
selecionadas para os cruzamentos. Houve diferencas de germinag@o entre os
hibridos reciprocos, e os que eram combinados com parental feminino que
apresentava sementes com elevada geminagdo tiveram a melhor performance.
Dominancia materna foi evidente para alguns cruzamentos nas duas
caracteristicas. Quando os hibridos F1 e reciprocos foram autofecundados, as
diferencas fenotipicas entre eles reduziram, sugerindo que estas diferencas entre
hibridos e reciprocos foram principalmente devido a genes nucleares e ndo aos
fatores citoplasmaticos. Por meio dos perfis das proteinas dos reciprocos para a
caracteristica TD foi observada mudanga na expressdo de genes envolvidos na
degradacdo protéica. Também foram demonstrados 30 polipeptideos diferentes
para a globulina no perfil protéico de hibridos F1 reciprocos divergentes para
TD.

Em sementes de milho, diferencas na expressdo fenotipica entre hibridos
e reciprocos t€m sido observadas ndo sé para germinacdo a baixa temperatura e
tolerdncia a injdrias por secagem, mas para vdrias caracteristicas, como peso
seco do embrido e endosperma, taxa de crescimento do grdo, proteina e 6leo no
embrido e sintese de zeina (Bagnara e Daynard, 1983; Miller e Brimhall, 1951;
Chaudhuri e Messing, 1994, citados por Kollipara et al., 2002).

A espessura e a permeabilidade do pericarpo, um tecido de origem
materna relacionado com as diferencas existentes na absor¢do e perda de dgua
pela sementes, t&ém sido associadas a velocidade de secagem de sementes de
milho (Purdy & Crane, 1967).

Shull (1913) demonstrou que o pericarpo é semipermedvel e varia com a
variedade e com a posi¢@o no grao, sendo que a por¢ao do pericarpo que cobre o
embrido é menos permedvel que a do endosperma (Orton, 1927). No entanto,

ndo s o pericarpo regula a entrada de dgua no grao, mas também o tegumento,
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sendo que a dgua penetra através do pericarpo mais rapidamente que no
tegumento (Wolf et al., 1952).

Purdy & Crane (1967) constataram que as diferengas na taxa de secagem
entre sementes hibridas de milho ndo foram relacionadas aos processos
metabdlicos dentro do grdo, mas sim as caracteristicas fisicas do pericarpo.
Foram observadas variacdes na espessura e estrutura do pericarpo da regido
dorsal a qual estd localizada no lado oposto do embrido das sementes,
demonstrando que materiais que apresentaram uma taxa de secagem lenta
também possuem um pericarpo mais espesso € mais denso quando comparados
com hibridos com taxa de secagem mais elevada. Maior permeabilidade do
pericarpo foi associada com secagem mais rdpida, sugerindo que diferencas na
estrutura podem ser uma caracteristica importante no processo de secagem.
Porém, os autores salientaram que uma permeabilidade menor nio significa
necessariamente que a taxa de perda de 4gua em graos maduros seja menor, pois
outros fatores, tais como pressdo osmdtica do endosperma, podem superar esta
tendéncia.

Cardoso (2001), objetivando estimar a capacidade combinatéria para a
espessura do pericarpo, por meio da andlise dialélica de populagdes de milho
doce, verificou efeito significativo para CGC, CEC e efeito reciproco para esta
caracteristica. Na avaliacdo dos hibridos, foram detectadas alteragdes no
desempenho, quando ocorreram mudancas na posi¢do dos genitores maternos e
paternos, evidenciando a importincia do efeito reciproco para o cardter. As
diferencas fenotipicas para a espessura do pericarpo foram significativas, e os
hibridos com menor espessura do pericarpo eram provenientes de genitores
femininos que apresentavam esse fenétipo.

O endosperma também tem sido envolvido na regulagdo da perda de
dgua das sementes, conforme proposto por Nass & Crane (1970). A presenca de

determinados coléides como agucares, proteinas e carboidratos no endosperma
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influencia na regulacdo da taxa de secagem das sementes, mostrando que a
variabilidade existente nas propriedades fisicas e quimicas das sementes
parentais pode estar associada ao efeito materno.

Purdy & Crane (1967), estudando a heranca da taxa de secagem em
sementes de milho apds a maturidade fisioldgica, demonstraram a inexisténcia
de diferencas entre as taxas de secagem das sementes provenientes de plantas
autofecundadas e aquelas provenientes de um cruzamento dialélico, ndo
incluindo os reciprocos. Eles sugeriram que a influéncia do pélen na constitui¢do
genética do endosperma nao refletiu na taxa de secagem. Burris (1977) relatou
que tanto o efeito do local de producdo quanto o efeito materno afetaram
significativamente o vigor de plantulas de milho hibrido, avaliados pelo teste de
germinacao e peso seco da parte aérea e raiz.

Para avaliar a variabilidade genética para a tolerdncia a injdria por
secagem, Bdliya & Burris (1988) conduziram um estudo dialélico entre
linhagens de milho, utilizando temperatura de secagem de 50°C. Efeitos aditivos
e maternos foram mais importantes que os ndo aditivos e reciprocos na
variabilidade entre as linhagens estudadas para tolerdncia a injdria por secagem.
Segundo os autores, efeito materno nas sementes hibridas pode advir tanto do
embrido quanto do endosperma, e a mitocondria pode parcialmente responder
pelas diferencas na germinacao e desenvolvimento precoce das plantulas.

Em programas de desenvolvimento de hibridos, a avaliagdo da qualidade
fisiologica das sementes das linhagens e dos seus respectivos hibridos deve ser
levada em consideragdo como uma caracteristica de selecdo. Gomes (1999)
constatou que sementes hibridas de milho apresentaram qualidade fisiol6gica
superior quando comparadas a das linhagens, evidenciando a expressdo da
heterose na qualidade dessas sementes. Para o comprimento da parte aérea e

radicula foram observadas as maiores estimativas da heterose.
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Procurando explicar a origem da heterose na germinagdo e vigor das
sementes, varios trabalhos foram realizados, incluindo os de Mino & Inoue
(1980 e 1994), em que maior velocidade de germinacdo e crescimento vigoroso
das plantulas estava associada com a maior atividade metabdlica de RNA,
proteinas e DNA nos embrides. Os autores verificaram, também, que no embrido
hibrido o metabolismo de proteinas e lipideos € superior aos das linhagens,
favorecendo o crescimento do eixo embriondrio e uma maior germinagdo das
sementes (Causse et al., 1995)

Por meio de estudos bioquimicos tem sido observado que o controle da
sintese de o-amilase, e subsequente hidrdlise das reservas de sementes,
apresenta uma ligacdo entre as giberelinas e a heterose em milho (Paleg, 1965).
Rood & Larsen (1988), investigando o envolvimento da a-amilase na heterose
em plantulas de milho, verificaram que apds 48 horas de embebicdo da semente
a atividade dessa enzima nas plantulas hibridas foi maior do que a de seus
parentais, bem como a concentrac¢do do 4acido giberélico (GA3), resultando numa
hidrélise mais rdpida do amido. Segundo Rood et al. (1983 e 1990), linhagens de
milho sdo menos vigorosas que seus hibridos descendentes em parte por causa
da deficiéncia de giberelinas. Houve uma correlagio positiva entre o teor de
giberelinas encontrado nas plantulas e os aumentos da taxa de crescimento, area
foliar e altura de plantas de milho. Os autores citam que uma das causas da
depressao por endogamia € a deficiéncia de giberelinas.

Também foi observado que a correlacdo existente entre conteido de
4cido giberélico, metabolismo de GA e velocidade de crescimento em linhagens
endogamas versus hibridos sugere que o fendmeno da heterose para o répido
crescimento da planta de sorgo € parcialmente mediado por GA (Rood, 1995).

Estudos relacionados ao controle genético e variabilidade genética para
a tolerincia a danos por secagem sdo bastante escassos e praticamente

inexistentes sob condi¢gdes brasileiras. Assim, nessa pesquisa foi avaliada a
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tolerdncia a altas temperaturas de secagem de sementes de milho resultantes de
um cruzamento dialélico parcial entre linhagens com diferentes graus de
sensibilidade a injdria por secagem. Para isso, foram avaliados aspectos
fisiolégicos e bioquimicos relacionados a germinag@o, assim como aspectos
anatdmicos das sementes, os quais podem estar associados a tolerincia a
dessecacdo. Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo ser utilizados nos
programas de melhoramento de hibridos de milho, durante o processo de selecio

de gendétipos tolerantes a alta temperatura de secagem.
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CAPITULO 2

1 RESUMO

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Tolerincia de sementes de
linhagens de milho a alta temperatura de secagem. 2003. Cap. 2. Tese (Tese-
Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Cultivares tolerantes a alta temperatura de secagem proporcionariam redugdo no
tempo de secagem, uma etapa critica no sistema de producdo de sementes. O
objetivo dessa pesquisa foi avaliar a tolerdncia a alta temperatura de secagem de
sementes de linhagens de milho por meio de testes de germinagdo e vigor. As
sementes foram colhidas manualmente em espigas com teor de dgua em torno
de 35% e secadas artificialmente a 45°C até atingirem 11% de teor de 4gua. Em
seguida foram submetidas aos testes de primeira contagem e contagem final de
germinacdo, envelhecimento acelerado, teste de frio sem solo e de condutividade
elétrica. Houve diferencas significativas nos valores de germinacdo e vigor de
sementes das diferentes linhagens, sendo entdo classificadas em tolerantes e
intolerantes. Os resultados permitiram concluir que a sensibilidade das sementes
a injdria por secagem a alta temperatura é dependente da linhagem.

" Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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2 ABSTRACT

ROVERI-JOSE, Solange Carvalho Barrios. Tolerance of corn lines seeds for
high drying temperature. 2003. Cap. 2. Thesis (Doctorate in Plant Science) —
Federal University of Lavras, Lavras.

High drying temperature tolerant cultivars provide a reduction in the drying
period, a critical phase of the corn seeds production system. The objective of this
research was to evaluate the tolerance of corn lines seeds to high drying
temperature by the germination and vigor tests. Seeds were manually harvested
in kernels with water content aproximately 35% and dried artificially at 45°C up
to 11% water content. Then the seeds were submitted to the first and final
germination counting tests, accelerated aging, cold test without soil and
electrical conductivity. There were significant differences in the germination and
vigor values of seeds from different lines, being classified into tolerant and
intolerant. The results permitted to conclude that sensitivity of seeds to high
drying temperature injury depends on the lines.

" Guidance Committee: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA (Major
Professor), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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3INTRODUCAO

A producdo de sementes € uma atividade especializada e cuidados
devem ser tomados em todas as fases de produgdo para assegurar a obtencio de
lotes de sementes com alta qualidade. O momento mais adequado para a colheita
das sementes € o mais préximo possivel do ponto de maturidade fisioldgica. No
caso do milho, a maturidade das sementes pode ocorrer quando o conteudo de
dgua se encontra em torno de 28 a 42%, dependendo do gendtipo em questdo
(Carter & Poneleit, 1973). Objetivando a produgdo de sementes com qualidades
superiores e a otimizagdo da utilizacdo das estruturas de secagem e de
beneficiamento, tem sido dado preferéncia a colheita em espigas

O aumento da eficiéncia na colheita requer uma secagem mais rapida,
com a adocdo de temperaturas de secagem e vazdes de ar mais elevadas.
Entretanto, temperaturas altas reduzem a germinacdo e o vigor das sementes,
podendo alterar suas caracteristicas quimicas e fisicas (Toledo & Marcos Filho,
1977), sendo que a suscetibilidade da semente aos danos por secagem ¢ funcio
das condi¢des de secagem, da qualidade e do conteddo de dgua iniciais da
semente, aliados aos aspectos genéticos. Numa revisdo conduzida por Baker et
al. (1991), citados por Baker et al. (1993), a maioria das sementes de milho com
teor de dgua acima de 25% ¢é secada numa temperatura de 35°C, e abaixo deste, a
40-43°C. Segundo Amaral & Dalpasquale (2000), para a secagem de milho em
espigas, a temperatura do ar de secagem varia entre 40 e 50°C, nido devendo
ultrapassar esse limite para ndo comprometer a qualidade fisioldgica das
sementes.

Cultivares tolerantes a altas temperaturas de secagem podem
proporcionar redu¢do no tempo de secagem, uma etapa critica no sistema de
producdo de sementes de milho. Estudos da variabilidade genética para a

tolerdncia a danos por secagem sdo bastante escassos e praticamente inexistentes
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em condi¢gdes brasileiras. Assim, a proposta deste trabalho foi avaliar a
variabilidade genética para a tolerincia a secagem a alta temperatura entre

sementes de linhagens de milho.

4 MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi conduzida na area experimental e no Laboratério de
Andlise de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), cujas coordenadas sdo latitude 21°14°S, longitude 40°17°W
e altitude de 918,80m. O clima se enquadra no tipo Cwb da classificagdo de
Koppen. A temperatura média anual é de 19,4°C e a pluviosidade se distribui
principalmente de outubro a abril, com valores anuais de 1529,7 mm.

Inicialmente foi instalado, em novembro de 1999, um campo para
multiplicacdo de 31 linhagens cedidas pela empresa GeneSeeds — Recursos
Genéticos em Milho Ltda (Tabela 1). A semeadura foi conduzida de modo a
garantir seis plantas por metro linear, e o espacamento utilizado foi de 0,8m. Na
adubacio de semeadura foram aplicados 400 kg ha™ de 8-28-16 e na primeira e
segunda coberturas, 400 kg ha' de 20-0-20 e de sulfato de amonio,
respectivamente. Os demais tratos culturais foram realizados conforme as
recomendagdes para a cultura. Na época de florescimento, as espigas foram
protegidas com sacos plésticos, antes da emissdo dos estilo-estigmas, para evitar
cruzamentos  indesejaveis, e  posteriormente foram realizadas as
autofecundacdes. As condi¢des climaticas durante o desenvolvimento da cultura
se encontram na Tabela 1B.

Durante o desenvolvimento das sementes foi feito um acompanhamento
da solidificacdo do endosperma por meio da linha de leite e as espigas foram
amostradas para determinag@o do teor de dgua, utilizando-se o método da estufa

a 130°C, por 4 horas, conforme prescricoes das Regras para Andlise de
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Sementes (Brasil, 1992), até que o teor de dgua atingisse aproximadamente 35%,
momento em que foi realizada a colheita.

As espigas de cada linhagem foram colhidas e despalhadas manualmente
e em seguida submetidas a secagem artificial a 45°C até as sementes atingirem o
conteiido de 4gua de aproximadamente 11%. Foram utilizados secadores
experimentais de pequena escala, construidos de acordo com Navratil & Burris
(1982). O secador constava de uma camara de secagem (61 x 61 x 6lcm) e
gavetas empinhdveis (61 x 61 x 15,2cm) subdivididas em quatro sessdes, nas
quais as espigas foram aleatoriamente distribuidas. O sistema de aquecimento
foi realizado por meio de um conjunto de resisténcias (5000Watts), e a
temperatura no leito de secagem foi verificada com o auxilio de um termo-cabo
contendo um sensor. Do lado externo da base de cada secador foi montado um
ventilador centrifugo, ligado a um motor de 0,25 Kw, 115 V, capaz de elevar
196 litros/segundo a 7,6 cm de pressao estdtica. O fluxo médio de ar, de 23,0
m’min't", foi ajustado por meio de uma portinhola deslizdvel, fixada na entrada
do ventilador. Os valores didrios de umidade relativa e temperatura do ar
ambiente, correspondentes ao periodo de secagem das sementes, se encontram
na Tabela 2B. Sementes colhidas em espigas com o mesmo conteido de dgua
também foram secadas a sombra.

As espigas foram debulhadas manualmente e as sementes retidas na
peneira 16 de crivo circular foram tratadas com os fungicidas Tecto 600° e
Captan® nas doses de 40g e 120g por 100Kg de sementes, respectivamente, do
produto comercial. As linhagens foram classificadas em tolerantes e intolerantes
a alta temperatura de secagem, com base nos resultados obtidos nos testes de
condutividade elétrica, contagem final e primeira contagem do teste de
germinacdo, envelhecimento acelerado e teste frio.

As espigas restantes de cada linhagem permaneceram no campo até

aproximadamente 18% de teor de 4gua, quando foram colhidas manualmente e
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TABELA 1 - Descri¢ao das linhagens de milho utilizadas na pesquisa. UFLA,
Lavras - MG, 2003.

Linhagens Ciclo Grao Porte
42 P MD/AM M
86 N D/AM A
91 N D/A A
65 Sp F/v B
40 Sp F/v B
30 SP F/vV B
76 P F/vV M
63 SP F/vV B
33 P F/v M

6 Sp D/AM B
93 N D/AL A
54 SP F/AL B
81 N MD/AL A
29 P D/AM M
25 P F/AM B
83 N F/AL A
19 P D/AL M
48 N D/AM M
78 N D/AL A
36 SP F/vV B
66 P F/v B
95 N MD/AM A
79 N D/AM A
64 SP F/ AM B
50 SP F/vV B
31 P F/vV M
57 P D/AM M
41 P MD/AM M
74 Sp F/v B
43 P MD/AM M
84 P MD/AM M

Ciclo: P - precoce; SP - super precoce; N - normal;
Griao: MD — meio dente; D - dente; F - flint

AM - amarelo; A - alaranjado; V - vermelho
Porte: A - alto; B - baixo; M - médio
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secadas a sombra até o contetido de dgua em torno de 12%. Em seguida foram
expurgadas e tratadas, permanecendo em cimara fria e seca regulada a £15°C e

umidade relativa em torno de 50% até a préxima semeadura.

4.1 Avaliacoes fisioldgicas

4.1.1 Teste de germinacao

Foi conduzido com quatro repeticoes de 50 sementes, que foram
semeadas entre papel toalha tipo Germitest umedecido com dgua destilada na
proporgdo de 2,5 mL.g" de papel. As sementes permaneceram no germinador
regulado para 25°C e as avaliacdes das plantulas normais foram efetuadas aos 7
dias apds a instalag@o do teste, segundo recomendacdes das Regras para Andlise
de Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram expressos em porcentagem

média de plantulas normais das quatro repeticoes.
4.1.2 Primeira contagem de germinacao

As plantulas normais que apresentavam pelo menos duas raizes
seminais, raiz principal e parte aérea com 1,5 cm de comprimento foram
computadas aos quatro dias da semeadura do teste de germinagdo e os resultados
expressos, em porcentagem.
4.1.3 Teste de frio sem solo

Cinqgiienta sementes por repeticdo foram distribuidas em papel toalha

umedecido com dgua destilada numa propor¢do de trés vezes o seu peso seco,

perfazendo um total de duzentas sementes por tratamento. Os rolos foram
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confeccionados como no teste de germinacdo e apds semeadura foram colocados
no interior de sacos pldsticos e mantidos em camara regulada a 10°C durante 7
dias. Decorrido este prazo, os rolos foram transferidos para o germinador
regulado para 25°C e as plantulas normais, apresentando pelo menos 2 cm de
parte aérea, duas raizes seminais e a raiz principal, foram avaliadas aos 4 e 7

dias (Dias & Barros, 1995).

4.1.4 Teste de condutividade elétrica

Quatro repeticdes de 25 sementes aparentemente intactas foram
selecionadas e pesadas (0,01g) para cada tratamento. Em seguida foram imersas
em 75 mL de dgua destilada por 24 horas, a temperatura de 25°C. Por meio de
um condutivimetro de massa da marca DIGIMED, modelo CD 21A, foi efetuada
a leitura da condutividade da solucdo de embebicdo das sementes de cada
linhagem; os resultados foram expressos em pS/cm/g de sementes (Marcos Filho

et al., 1987).

4.1.5 Envelhecimento acelerado

O método utilizado foi o de mini camaras do tipo ‘gerbox” onde as
sementes foram distribuidas sobre uma tela suspensa no interior da caixa
contendo 40 mL de dgua. As sementes permaneceram incubadas durante 96
horas, numa temperatura de 41°C, e em seguida foi efetuado o teste de
germinacdo (Vieira & Carvalho, 1994). As plantulas normais apresentando pelo
menos 2 cm de parte aérea, duas raizes seminais e raiz principal foram avaliadas

aos 5 e 9 dias.
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4.2 Procedimento estatistico

Os testes realizados para avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes
seguiram o delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des. Os dados foram interpretados estatisticamente por meio da andlise de
variancia e as médias, comparadas pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5%. As
andlises foram realizadas no programa estatistico Sisvar (Sistema de Andlise de

Variancia) (Ferreira, 2000) e as varidveis, expressas em porcentagem, tiveram os

dados transformados em arco-seno +/ X /100 .

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos nos testes para
avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes de linhagens de milho
submetidas a alta temperatura de secagem estd registrado na Tabela 1A. Houve
diferencas significativas nos valores de germinacdo e vigor das sementes das
linhagens de milho submetidas a secagem artificial a 45°C.

Embora Amaral & Dalpasquale (2000) tenham citado temperaturas de
até 50°C na secagem de milho em espigas, a temperatura de 45°C utilizada neste
experimento discriminou bem os materiais, uma vez que se tratava de linhagens
que geralmente apresentam menor tolerancia a altas temperaturas de secagem.

Maiores valores de germinacdo foram observados para as sementes das
linhagens 42, 86, 91, 65 e 40 e menores, para as das linhagens 57, 41, 74, 43 e
84. Nessas tltimas houve uma reducdo dréstica na porcentagem de plantulas
normais (Tabela 2). Sementes das demais linhagens apresentaram um
comportamento intermedidrio. Burris & Navrail (1980) observaram uma
substancial divergéncia genética para tolerancia a secagem, a exemplo do

ocorrido nessa pesquisa.
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Esses resultados suportam as afirmacdes feitas por Baker et al. (1991),
0s quais mencionaram que a reducdo da germinacdo ndo é fungdo do efeito
acumulativo da exposi¢do das sementes as condi¢des de alto teor de dgua e
elevada temperatura de secagem, mas devida aos danos causados as membranas
celulares ou a desorganizagdo dos componentes celulares, os quais sdo
dependentes do genétipo.

A germinagdo das sementes foi afetada pelo processo de secagem, uma
vez que as sementes de algumas linhagens, colhidas com o mesmo teor de dgua
e secadas a sombra, apresentaram valores mais elevados de germinacao (Tabela
3), possibilitando a pressuposi¢do de que as sementes no momento da colheita
estavam fisiologicamente maduras. Belilaqua et al. (1997), comparando o efeito
do método de secagem de sementes de cenoura, constataram um aumento no
metabolismo das sementes secadas naturalmente em relacdo a secagem com ar
aquecido a 32°C.

A germinacgdo das sementes da linhagem 30 secadas a sombra foi menor
que a das secadas artificialmente em decorréncia, provavelmente, de essa
linhagem ter sido bastante susceptivel as condi¢des adversas de campo,
apresentando espigas bastante atacadas por fungos (Tabela 3).

No teste de envelhecimento acelerado, menores valores foram
observados nas sementes das linhagens 57, 50, 41, 78, 43 e 84, ndo ocorrendo o
mesmo com as sementes das linhagens 91, 65, 40, 86, 30 e 42, que mantiveram
sua capacidade de produzir plantulas normais mesmo apds secagem a alta
temperatura (Tabela 2). Além da perda de integridade do sistema de membranas
celulares, provocando alteracdes degenerativas no metabolismo da semente, o
teste de envelhecimento acelerado pode ter provocado a morte de tecidos
importantes, em diferentes regides das sementes, como mencionado por
Matthews (1985), citado por Marcos-Filho (1994), podendo explicar a alta

porcentagem de sementes mortas das linhagens que apresentaram baixa
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germinacdo apds envelhecimento acelerado (dados ndo mostrados). Braccini et
al. (2001) mencionaram que além dos danos as membranas celulares, deve-se
considerar o actimulo de substancias toxicas, principalmente agucares redutores,
como um dos principais mecanismos de deterioracdo em sementes de milho,
pelo fato de serem os carboidratos as principais substincias de reserva. Ramos &
Carneiro (1991) verificaram aumento da atividade da enzima amilase com o
aumento do periodo de envelhecimento, bem como decréscimo nos valores de
amido e aumento na quantidade de agicares, o que acarretou diminui¢do nas
porcentagens e indices de velocidade de emergéncia em sementes de pinheiro do
Parand. Em outras pesquisas tem sido observado que altas temperaturas de
secagem podem diminuir a solubilidade e a capacidade de ligagdo das proteinas
(Wall et al.,, 1975, citados por Peplinski et al., 1994), comprometendo a
germinacdo e desenvolvimento da plantula.

Com relagdo aos resultados do teste de frio (Tabela 2), houve uma
mesma tendéncia de classificacdo das linhagens quanto a tolerdncia a alta
temperatura de secagem observada no teste de envelhecimento acelerado e
germinacdo. Maior dano por alta temperatura de secagem foi observado nas
sementes submetidas ao teste de frio, quando comparado ao teste de germinacao.
Esses resultados foram observados também por Herter & Burris (1989) e
Navratil & Burris (1984). O baixo teor de dgua das sementes, associado com
“chilling” durante embebic¢do, pode resultar num maior dano a estrutura da
membrana e subsequente germinacdo (Cal & Obendorf, 1972). A temperatura de
secagem pode ter alterado o mecanismo basico da configuracdo das membranas,
resultando em severas reducdes na germinacdo das linhagens intolerantes no
teste de frio. O efeito da temperatura de secagem foi também detectado no teste
frio, em pesquisa desenvolvida por Madden & Burris (1995). Os autores

observaram que sementes de milho hibrido tiveram sua viabilidade reduzida

56



TABELA 2 - Valores médios da primeira contagem (1*C) e contagem final do
teste de germinacdo (TG), teste frio (TF), envelhecimento
acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE) de sementes de
linhagens de milho secadas artificialmente. UFLA, Lavras - MG,
2003.

L TG(%) L 1*C (%) L TF(%) L EA(%) L CE

(uS/em/g)
42 100 a 91 92 a 91 99 a 91 99 a 83 1452 a
86 99 a 40 91 a 86 98 a 65 98 a 33 15.18 a
91 99 a 76 84 b 40 97 a 40 95 b 65 1569 a
65 99 a 30 79b 65 97 a 86 95 b 48 1689 b
40 99 a 65 76 b 42 91 b 30 91 ¢ 91 1720 b
30 95 b 6 76 b 76 87 b 42 8 c 40 1816 b
76 93 b 86 65 ¢ 33 86 b 76 77 d 42 1903 b
63 90 b 54 65 ¢ 30 84 b 19 64 e 19 19.06 b
33 89 b 93 62 ¢ 6 83D 25 64 e 86 20.19 c
6 86 ¢ 19 59 ¢ 79 73 ¢ 48 52 f 57 20.64 c
93 86 c 31 57 ¢ 19 70 ¢ 33 51 f 6 2092 ¢
54 86 ¢ 48 54 d 93 70 ¢ 81 50 f 93 2122 ¢
81 84 ¢ 25 50 d 54 70 ¢ 83 50 f 64 2138 ¢
29 82 d 64 49 d 29 67 ¢ 6 49 f 81 2139 ¢
25 80 d 33 48 d 81 64 ¢ 36 47 f 25 2305 d
83 79 d 74 47 d 95 64 ¢ 66 45 f 79 2384 d
19 78 d 79 44 d 25 63 ¢ 93 45 f 78 24.06 d
48 76 e 63 44 d 48 61 c 95 44 f 95 2403 d
78 T3 e 42 43 d 83 57 d 31 43 f 29 2478 d
36 72 e 83 41 d 64 54 d 54 42 f 50 2555 d
66 71 e 36 40 e 63 54 d 63 41 f 63 2562 d
95 71 e 78 37 e 57 53 d 79 37 g 54 2655 d
79 71 e 95 36 e 31 52 d 64 36 g 31 28.08 e
64 67 f 43 36 e 66 51 d 74 33 g 43 2945 e
50 66 f 81 34 e 36 48 d 29 30 g 76 30.68 e
31 o4 f 29 33 e 78 45 d 57 26 h 30 3108 e
57 59 ¢ 50 32 e 50 43 d 50 22 h 74 3362 f
41 57 g 57 27 e 43 37 e 41 19 h 36 3391 f
74 56 ¢ 66 26 e 41 34 e 78 13 i 41 3486 f
43 55 g 41 15 f 74 25 f 43 1j 66 37.46 g
84 11 h 84 1 g 84 9 ¢ 84 0] 84 51.80 h

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5%.
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apos secagem conduzida a temperatura de 45°C. Burris & Navratil (1980),
também trabalhando com sementes de milho, concluiram que a injtria por
secagem pode aumentar a susceptibilidade a injuria ao frio, porém a resisténcia
de uma ndo pode ser relacionada com a resisténcia da outra.

O teste de primeira contagem de germinacdo avalia a velocidade de
germinacdo, ou seja, o vigor inicial das sementes. Com exce¢do das linhagens 42
e 74, as demais mantiveram-se tolerantes ou susceptiveis aos danos por
secagem, como detectado nos demais testes para a avaliacdo da qualidade
fisioldgica das sementes.

Antes de prejudicar a porcentagem ou o desenvolvimento das plantulas
normais, a secagem excessiva reduz a velocidade de germinacdo e, em casos
mais severos, eleva a freqiiéncia de anormalidades nas plantulas (Roberts, 1981).
Essas diferencas de comportamento entre as linhagens quanto a velocidade de
germinacdo pode ser atribuida a presenca de um sistema funcional enzimético
mitocondrial nas sementes secas, o que, para Nakayama et al. (1990), citados por
Burris & Madden (1993), é importante para a absor¢do inicial de oxigénio pelos
tecidos hidratados. Madden & Burris (1995) observaram que a taxa de absor¢ao
de oxigénio apds uma hora de embebicio das sementes de milho secadas a 45°C
foi menor que na de 35°C e permaneceu constante nas primeiras horas,
refletindo a incapacidade desses eixos embriondrios em desenvolver uma
atividade respiratdria durante os estdgios iniciais de germinacao.

Nao houve relacdo direta entre a perda de lixiviados, avaliada pelo teste
de condutividade elétrica, e o grau de sensibilidade a alta temperatura de
secagem para as linhagens 30 e 57 (Tabela 2), as quais apresentaram-se como
tolerantes e susceptiveis, respectivamente, quando comparadas com oS
resultados observados nos demais testes utilizados para a avaliagdo da qualidade
fesiologica das sementes. Torna-se dificil estabelecer limites de valores de

condutividade que estariam refletindo na qualidade fisiolégica das sementes,
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medida por meio de outros testes. Rosa (2000) observou valores de 25,23
wS/cm/g em sementes de linhagem de milho colhidas com teores de dgua de
37,2% e secadas artificialmente a S0°C. Essas sementes apresentaram valores de
primeira contagem e contagem final de 57% e 87%, respectivamente, ¢ 30% no
teste frio. No entanto, na presente pesquisa, o aumento de lixiviados observados
nas sementes da linhagem 30 ndo foi suficiente para reduzir a porcentagem de
plantulas normais nos testes de vigor e germinagao.

O teste de condutividade elétrica tem sido proposto para a avaliagdo do
vigor das sementes, sendo relacionado com a integridade das membranas
celulares. As membranas celulares sdo citadas como um dos principais locais de
injirias apds secagem, sendo um indicador precoce de dano induzido por
dessecacdo, através de lixiviagdo de vdrias solugdes citoplasmdticas, como
mencionado por Crowe et al. (1989). Pode ocorrer que determinadas linhagens
apresentem uma maior eficiéncia na reorganizagcdo do sistema de membranas,
ndo significando propriamente em danos. De acordo com Herter & Burris
(1989), a injdria as membranas pela secagem, avaliada pelo teste de
condutividade elétrica, teve maior importincia ou ndo, dependendo da linhagem,
como observado nesse trabalho, e outros tipos de danos podem afetar a
viabilidade, sem aumentar os valores de condutividade elétrica.

As linhagens intolerantes aqui mencionadas devem apresentar um
contetido de umidade critico abaixo do qual a taxa de lixiviagdo aumenta
abruptamente, como discutido por Leprince et al (1995), que também
comentaram que a perda de eletrdlitos em sementes de milho e feijao tolerantes
ndo foi afetada pela temperatura durante o processo de secagem. Fessel et al.
(2001) observaram que os valores de condutividade elétrica das sementes de
linhagem de milho colhidas com teores de dgua entre 52 e 21,5% decresceram
com o desenvolvimento da semente, indicando a existéncia de diferencas na

permeabilidade das membranas celulares durante o processo de maturagdo.
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Mudangas morfoldgicas associadas com a secagem foram verificadas por Burris
et al. (1997), os quais citaram a importancia dos corpos lipidicos alinhados
adjacentes a parede celular da radicula de eixos embriondrios de sementes de
milho no controle de lixiviados pela membrana. Outro fator que pode influenciar
os resultados de condutividade elétrica é o processo de embebicdo das sementes
que ocorre nas primeiras horas da instalacdo do teste, apresentando elevados
valores quando o dano de secagem for maior. Isso foi constatado por Rosa et al.
(2000), que observaram uma alta correlagdo dos valores de condutividade com
os outros pardmetros de qualidade quando sementes de milho foram embebidas

previamente a instalacio do teste.

TABELA 3 - Valores médios do teste de germinacdo (TG) de linhagens de
milho, safra 1999/00, colhidas com 35% de umidade e secadas a
sombra. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Linhagens Germinacao (%)
30 76
42 96
40 98
86 99
65 99
91 100
50 92
57 98
43 97
41 99
74 100
84 97
54 100
83 91
19 92
81 100
25 91
48 99
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Fessel et al (2001) ndo observaram variagdo significativa na germinacao
de sementes de linhagem de milho colhidas com teores de dgua entre 52,17 e
21,59%, quando foram secadas em espigas a temperatura de 30°C até teor de
dgua final de 8-10%. No entanto, para os testes de vigor, os melhores indicativos
da qualidade fisioldgica ocorreram quando as sementes foram colhidas a partir
de 31,546% de teor de dgua, para o teste de envelhecimento acelerado, e 35,67%
para os testes de frio e condutividade elétrica.

As grandes variacOes de vigor e germinacdo das sementes que foram
submetidas as mesmas condicdes de secagem reforcam a idéia de que a
sensibilidade das sementes ao processo de secagem, bem como ao processo de
deterioracdo, varia com a linhagem estudada.

Por meio de pesquisas tem-se observado a existéncia de diferencas na
susceptibilidade das sementes a injdria por secagem entre as linhagens quando
utilizadas como parental feminino ou masculino. Ndo somente a temperatura do
ar de secagem afeta a qualidade fisioldgica das sementes, como também a taxa
de secagem, a qual, segundo Baker et al. (1993), varia com o hibrido utilizado.
Segundo esses autores, além do tamanho e da forma das espigas, o tipo de
pericarpo das sementes pode ter influenciado no tempo de secagem dos
materiais estudados. De acordo com Burris & Navratil (1980), sementes de
milho tolerantes a dessecacdo apresentaram maior taxa de secagem que as
sementes da linhagem intermedidria e intolerante.

Com base nos resultados obtidos na avaliacdo da qualidade fisiol6gica
das 31 linhagens apds secagem artificial, as linhagens 30, 42, 40, 86, 65 e 91
foram classificadas como tolerantes e as sementes das linhagens 50, 57, 43, 41,
74 e 84, como intolerantes. As linhagens tolerantes foram designadas de 1, 2, 3,

4,5, e 6e as linhagens intolerantes, com os nimeros de 7 a 12, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Sementes de milho apresentam diferencas significativas nos valores de
germinacdo e de vigor apds secagem artificial, indicando que a susceptibilidade

a injdria por alta temperatura de secagem € dependente da linhagem.
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CAPITULO 3

1 RESUMO

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Controle genético da toleriancia a
alta temperatura de secagem de sementes de milho. 2003. Cap..3 Tese (Tese-
Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O conhecimento do controle genético para a tolerancia a alta temperatura de
secagem € fundamental para diminuir o trabalho e o custo nos programas de
melhoramento de milho. Nesta pesquisa, foi estudado o controle genético para
tolerdncia a alta temperatura de secagem de sementes de milho utilizando
caracteristicas fisiolégicas das sementes. Para isso foram utilizadas doze
linhagens, previamente selecionadas, sendo 6 tolerantes e 6 intolerantes a alta
temperatura de secagem, para compor um dialelo parcial mais as linhagens
parentais. As sementes foram colhidas manualmente em espigas com teor de
dgua em torno de 35% e secadas a 45°C até atingirem o contetdo final de dgua
de aproximadamente 8%. A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada por
meio dos testes de primeira contagem e contagem final do teste de germinacao,
teste frio sem solo, envelhecimento acelerado e teste de condutividade elétrica.
Os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinagdo, bem
como os efeitos reciprocos, foram significativos para a tolerancia a alta
temperatura de secagem. Dentro da variabilidade genotipica observada nos
cruzamentos, o efeito reciproco concorreu para 53, 50, 50, 47 e 42,7% para a
primeira contagem, contagem final do teste de germinagdo, teste frio,
envelhecimento acelerado e condutividade elétrica, respectivamente. A
significancia do efeito reciproco indica que a tolerdncia a alta temperatura de
secagem pode ser explicada pelo efeito materno. Com a variacdo genética
observada é possivel desenvolver gendtipos tolerantes a alta temperatura de
secagem por meio de cruzamentos direcionados.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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2 ABSTRACT

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Genetic control of corn seeds
tolerance to high drying temperature. Chap. 3. Thesis (Thesis — Doctorate in
Plant Science) — Federal University of Lavras, Lavras.

The knowledge of the genetic control for the high drying temperature tolerance
is fundamental to diminish the worki and the cost in the vorn breeding programs.
The objective of this research was to study the genetic control for high drying
temperature tolerance in corn seeds, by using the physiological characteristics of
the seed. For this purpose, six tolerant and six intolerant lines to high drying
temperature were evaluated in a 6 x 6 partial diallel plus the parental lines. The
seeds were harvested by hand on corn cobs with water content near 35% and
dried at 45°C up to 8% water content. The physiological quality of seeds was
evaluated through the first and final counting of the germination tests, cold test
without soil, accelerated aging and electrical conductivity test. The effects of the
general (CGC) and specific (CEC) ability of combination, and the reciprocal
effects were significant for the high drying temperature tolerance. Inside the
genotypical variability observed in the crossings, the reciprocal effects occurred
for 53, 50, 50, 47 and 42,7% for the first counting, final counting of the
germination test, cold test, accelerated aging and electrical conductivity,
respectively. The significance of the reciprocal effect indicates that the high
drying temperature tolerance can be explained by the maternal effect. With the
observed genetic variation it is possible to develop genotypes tolerant to high
drying temperature, through directed crossings.

* Guidance Committee: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA (Major
Professor), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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3INTRODUCAO

A demanda por sementes de alta qualidade tem crescido
substancialmente nos dltimos anos, o que exige das empresas produtoras de
sementes padrdes de qualidade mais rigidos, aliados a tecnologias que tornem
mais vidveis o sistema de produgao.

Dentre as operagdes de pds-colheita destaca-se a secagem artificial, que
tem maior relevancia quando se trata de colheita de sementes de milho em
espigas com elevado teor de 4dgua. Apesar das vantagens que apresenta, a
secagem artificial tem sido causa de danos nas sementes, com significativas
reducdes na sua qualidade fisiolégica. A intensidade desses danos varia com as
condi¢des de secagem, a qualidade e os teores de dgua iniciais das sementes,
aliados aos aspectos genéticos.

A selecdo de gendtipos tolerantes a alta temperatura de secagem pode
propiciar a redugdo no tempo de secagem com a adogdo de temperaturas mais
altas, o que proporciona maior eficiéncia nas diferentes etapas do processo.
Sendo assim, a tolerincia a alta temperatura de secagem ¢ uma caracteristica
importante a ser avaliada nos programas de melhoramento de milho. Uma
condi¢do essencial para tornar eficiente qualquer programa de melhoramento
genético é o estudo, com relacdo a populacdo base ou aos genitores escolhidos,
dos sistemas poligénicos que determinam as caracteristicas quantitativas de
interesse. Tal procedimento permite avaliar a variabilidade genética existente
entre os parentais selecionados, bem como inferir sobre os tipos e as
importancias relativas dos efeitos gé€nicos que atuam na determinacdo dos
caracteres. Para realizar esses estudos é comum o uso de um sistema de

cruzamentos denominado dialelo (Wricke & Weber, 1986).
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Vérios métodos de andlises dialélicas foram desenvolvidos, objetivando
estudar a capacidade de combinagdo dos pais, geral e especifica e, se os hibridos
reciprocos sao incluidos, a presenga de efeitos génicos extranucleares.

Em sementes de milho, diferencas na expressdo fenotipica entre hibridos
e reciprocos t€m sido observados para varias caracteristicas como peso seco do
embrido e endosperma, taxa de crescimento do grao, proteina e 6leo no embrido,
sintese de zeina, germinacdo de sementes a baixa temperatura e tolerincia a
injdrias por secagem (Bagnara & Daynard, 1983, Miller & Brimhall, 1951;
Chaudhuri & Messing, 1994, citados por Kollipara et al., 2002).

A susceptibilidade das sementes a injdria por secagem varia com o tipo
de gendtipo, existindo diferencas entre os cruzamentos dependendo do parental
utilizado (Navratil, 1981). A variabilidade genética para a tolerincia a injuria
por secagem ¢ devida principalmente aos efeitos aditivos e maternais (Bdliya &
Burris, 1988). Entretanto, sdo praticamente inexistentes trabalhos referentes ao
estudo do controle genético para tolerdncia a altas temperaturas de secagem,
envolvendo materiais de clima tropical. O conhecimento desse controle &
fundamental para reduzir o trabalho nos programas de melhoramento,
permitindo o direcionamento durante o processo de selecao.

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi estudar o controle genético para
tolerincia a alta temperatura de secagem de sementes de milho, por meio de um

cruzamento dialélico parcial, utilizando caracteristicas fisioldgicas das sementes.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na drea experimental e no Laboratério de
Andlise de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal

de Lavras (UFLA).
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A partir dos grupos das seis linhagens tolerantes (G1, linhagens 30, 42,
40, 86, 65, 91, designadas de 1 a 6) e das seis intolerantes (G2, linhagens 50, 57,
43, 41, 74, 84, designadas de 7 a 12) a alta temperatura de secagem, as quais
foram selecionadas em experimento anterior, foram obtidos hibridos simples de
milho, incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistema de cruzamento dialelo
parcial, mais as linhagens parentais. A semeadura das sementes das linhagens
tratadas com o inseticida Cruiser, na dosagem de 60g do produto
comercial/200Kg de sementes, foi realizada em trés épocas distintas, nos dias
10, 16 e 20/11/2000, para garantir a coincidéncia do florescimento entre os
parentais. O campo de cruzamentos foi composto de dezoito linhas de 15 metros
para cada linhagem, espacadas de 0,80m. Na adubacdo de semeadura
utilizaram-se 400 kg ha™' de 8-28-16 e na primeira e segunda coberturas, 400
kg/ha de 20-0-20 e 180 kg/ha de uréia, respectivamente. Antes da emissdo dos
estilo-estigmas, as espigas de cada planta foram protegidas com sacos plasticos
para garantir os cruzamentos desejdveis. As condi¢des climdticas durante o
desenvolvimento da cultura se encontram na Tabela 3B.

Durante o processo de maturacdo das sementes, as espigas foram
amostradas para determinag@o do teor de dgua, utilizando-se o método da estufa
a 130°C, por 4 horas, conforme prescricoes das Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992). A colheita foi realizada quando as sementes atingiram
aproximadamente 35% de teor de dgua. As espigas foram colhidas manualmente
e em seguida submetidas a secagem artificial a 45°C até atingirem o contetido de
dgua de aproximadamente 8%. Para a secagem das espigas foram utilizados
secadores experimentais de pequena escala, construidos de acordo com Navratil
& Burris (1982), e o fluxo de ar utilizado foi de 23,0 m’min’'t'. Os valores
didrios de umidade relativa e temperatura do ar ambiente, correspondentes ao
periodo de secagem das sementes, se encontram na Tabela 4B. Sementes

secadas a sombra foram utilizadas como testemunha. Os dados de germinagdo
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das sementes das linhagens produzidas na safra 1999/00 e secadas
artificialmente e a sombra foram utilizados nesta pesquisa.

As sementes, retidas na peneira 16 de crivo circular, foram tratadas com
os fungicidas Tecto 600° (60g/100Kg de sementes) e Captan® (150g/100Kg de
sementes), e permaneceram em camara fria e seca regulada a + 15°C e umidade

relativa de 50% até as avaliacdes da qualidade fisiol6gica das sementes.

4.1 Avaliacoes fisiolégicas

4.1.1 Teste de germinacao

Cinqgiienta sementes para cada repeticdo foram semeadas entre papel
toalha tipo Germitest umedecido com 4gua destilada na propor¢do de 2,5 mL:1g
de papel. As sementes permaneceram no germinador regulado para 25°C e as
avaliagdes foram efetuadas aos 7 dias apds a instalagdo do teste, segundo
recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992). Os

resultados foram expressos em porcentagem média das quatro repeticoes.
4.1.2 Primeira contagem de germinacao

Aos quatro dias de semeadura do teste de germinag@o foram computadas
as plantulas normais que apresentavam pelo menos 1,5 cm de parte aérea, duas

raizes seminais e a raiz principal. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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4.1.3 Teste frio sem solo

Cingiienta sementes por repeticdo foram distribuidas em papel toalha
umedecido com 4gua destilada numa proporcdo de trés vezes o seu peso seco,
perfazendo um total de duzentas sementes por tratamento. Os rolos foram
confeccionados como no teste de germinacio e apds semeadura foram colocados
no interior de sacos pldsticos e mantidos em camara regulada a 10°C durante 7
dias. Decorrido este prazo, os rolos foram transferidos para o germinador
regulado para 25°C e as plantulas normais que apresentavam parte aérea com 2,5
cm, duas raizes seminais e a raiz principal foram computadas aos 4 e 7 dias

(Dias & Barros, 1995).

4.1.4 Condutividade elétrica

Vinte e cinco sementes por repeti¢do, aparentemente intactas, foram
selecionadas e pesadas para cada tratamento. Em seguida foram imersas em 75
mL de agua destilada por 24 horas a temperatura de 25°C. Por meio de um
condutivimetro de massa da marca DIGIMED, modelo CD 21A, foi efetuada a
leitura em US; os resultados foram expressos em pUS/cm/g de sementes (Marcos

Filho et al., 1987).

4.1.5 Envelhecimento acelerado

O método utilizado foi o de mini cameras do tipo ‘gerbox”, onde as
sementes foram distribuidas sobre uma tela suspensa no interior de cada caixa
contendo 40 mL de 4gua. As sementes permaneceram incubadas durante 96
horas, numa temperatura de 41°C, e em seguida foi efetuado o teste de

germinacdo (Marcos-Filho, 1994). As avalia¢des das plantulas foram realizadas
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quando estas apresentavam 2,5 cm de parte aérea, pelo menos duas raizes

seminais e a raiz principal.

4.2 Procedimento estatistico

Os testes realizados para avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes
seguiram o delineamento experimental em blocos casualizados com quatro
repeti¢des. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do Sisvar (Sistema
de Andlise de Variancias) para Windows (Ferreira, 2000) e a comparacdo das
médias foi feita pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Quando
necessdrio, foram realizadas as transformacgdes dos dados.

Também foi realizada a andlise de variincia conjunta dos dados obtidos
na avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes das linhagens produzidas nas

safras de 1999/00 e 2000/01.

4.2.1 Estimativas das capacidades geral e especifica de combinacio e do

efeito reciproco

Devido a falta de sementes de alguns hibridos e de linhagens durante a
producdo de sementes, consequentemente gerando desbalanceamento dos dados,
as andlises de varidncias foram realizadas utilizando-se o PROC GLM, do
pacote estatistico SAS — Statistical Analysis System - (SAS, 1995). As
estimativas das capacidades geral e especifica de combinacao e efeito reciproco
foram obtidas por meio do PROC IML do referido programa.

De posse das estimativas das capacidades gerais de combinagdo
(CGCs), das capacidades especificas de combinacdo (CEC’s) e dos efeitos
reciprocos, obteve-se a soma dos quadrados tipo II da Anova. Optou-se por esse

tipo de soma de quadrados por corresponder a variacdo ajustada aos demais
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efeitos quando se utilizam restricdes ponderadas no modelo estatistico (Ferreira,
2001), como foi feito no presente estudo.

Utilizando os resultados médios, foram estimados os parametros
genéticos associados ao cruzamento dialelo utilizando o modelo proposto por

Griffing (1956) e adaptado ao dialelo parcial (Cruz & Regazzi, 1994):

Yijk=p+gi+gj+sij+rij

em que:

Yiix : € o valor observado na parcela que recebeu o i-ésimo genitor do grupo G1
e 0 j-ésimo do genitor do G2;

u : é o efeito de uma constante comum a todos as observacoes;

gi: efeito da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo genitor do grupo 1;

gj: efeito da capacidade de combinacdo do j-ésimo genitor do grupo 2;

sij: efeito da capacidade especifica de combinacdo entre genitores de ordemie j
dos grupos 1 e 2, respectivamente;

rjj: efeito reciproco do cruzamento ij

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia conjunta dos dados obtidos na avaliacdo da
qualidade fisiol6gica das sementes das linhagens produzidas nas duas safras se
encontra na Tabela 2A. ‘Para os testes de germinagdo, de frio e envelhecimento
acelerado foram observadas diferencas significativas para a interagdo safras x
linhagens, indicando que o comportamento das linhagens quanto a tolerancia a

alta temperatura de secagem nao foi consistente nos diferentes anos de producao.
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As linhagens 1, 2 e 6, por exemplo, foram tolerantes a alta temperatura de
secagem na safra 1999/00 e intolerantes na safra 2000/01 (Tabela 1). O mesmo
ocorreu para as sementes das linhagens 9 e 10, que na safra 99/00 apresentaram-
se como intolerantes e na safra de 2000/01, entre as mais tolerantes.

A germinacdo das sementes das linhagens foi afetada pelo processo de
secagem, uma vez que maiores valores de germinacdo das sementes foram
observados quando colhidas com 18% de teor de dgua e secadas “a sombra
(Tabela 2). Quando se compararam os valores de germinacdo e de vigor das
sementes produzidas nas duas safras, apds secagem artificial, foi observada
reducdo significativa desses valores nas sementes produzidas na safra 2000/01
(Tabela 1), demonstrando que as condi¢cdes ambientais afetaram o
comportamento das linhagens para a tolerincia a alta temperatura de secagem.
Com base nesses resultados, seria interessante avaliar a tolerancia das sementes
das linhagens a alta temperatura de secagem em mais de um local, em vérios
anos e com um nimero maior de repeti¢des.

Até o momento da colheita, o vigor e o poder germinativo das sementes
podem decrescer devido aos eventos relacionados ao processo de deterioracdo os
quais variam em funcdo das condi¢bes desfavordveis do ambiente, o que pode
ter ocasionado essas diferencas na qualidade das sementes das linhagens
produzidas nas duas safras. Carvalho & Nakagawa (2000) e Guiscem et al.
(2002) também constataram que a qualidade inicial das sementes foi afetada

pelas condigdes climdticas durante o processo de producao.
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TABELA 1 - Valores médios do teste de germinacdo (TG), teste frio (TF) e
envelhecimento acelerado (EA) de sementes das linhagens (L) de
milho produzidas nas safras 1999/00 e 2000/01 e submetidas a
secagem artificial. UFLA, Lavras — MG, 2003.

TG (%) TF (%) EA (%)

L 1999/00 2000/01 L 1999/00 2000/01 L 1999/00 2000/01
1 95 8 1 84 4 1 91 0
2 100 12 2 91 2 2 86 0
3 99 63 3 97 17 3 95 17
4 99 49 4 98 27 4 95 17
5 99 82 5 97 52 5 98 8
6 99 30 6 99 6 99 1
7 66 16 7 43 4 7 22 0
8 56 4 8 53 2 8 26 1
9 43 - 9 37 91 9 1 92
10 57 78 10 34 67 10 19 90
11 56 60 11 25 13 11 33 16
12 11 3 12 9 0 12 0 1
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TABELA 2 - Porcentagem de plantulas normais do teste de germinagdo (TG) de
linhagens de milho secadas a sombra. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Linhagens Safra 1999/00 Safra 2000/01"
1 76 92
2 96 83
3 98 83
4 99 91
5 99 88
6 100 96
7 92 91
8 98 -
9 97 99
10 99 86
11 100 90
12 97 96

1 . Z
Teste realizado apds 16 meses de armazenamento.

A andlise de variancia do dialelo parcial se encontra na Tabela 3A. Para
todas as varidveis avaliadas, dentro da fonte de variagdo genitores houve
diferencas na qualidade fisioldgica das sementes das linhagens do grupo 1 e
entre as do grupo 2. Comparando os valores observados para os dois grupos,
somente para o teste de condutividade elétrica o comportamento foi semelhante.
Os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinagdo, bem
como os efeitos reciprocos, foram significativos em todos os testes fisiologicos
utilizados para a avaliacdo da sensibilidade das sementes a alta temperatura de
secagem. Diferencas significativas foram verificadas para a capacidade geral de
combinacdo (CGC) das linhagens do grupo 1, indicando que existem linhagens

desse grupo que se comportam melhor na média geral dos cruzamentos, com as
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linhagens do grupo 2. O mesmo pode ser citado para as linhagens do grupo 2,
quando cruzadas com as do grupo 1. Quanto ao efeito significativo da CEC,
pode-se inferir que existem cruzamentos que diferem da média dos pais para
todas as varidveis analisadas.

Para a variabilidade genotipica observada nos cruzamentos, ou seja, na
soma dos quadrados (SQ) (Tabela 3A), o efeito reciproco contribuiu com 53, 50,
50, 47 e 42, 7% da variagdo para a primeira contagem, a contagem final do teste
de germinagdo, o teste frio, o envelhecimento acelerado e a condutividade
elétrica, respectivamente, valores maiores que o obtido por Ibrahim & Quick
(2001) para a estabilidade térmica das membranas da folha de trigo num estudo
do controle genético para a tolerdncia a alta temperatura de secagem. A CEC
contribuiu para 25, 27,5, 24, 22 e 12,3% dessa variagdo e a CGC de ambos os
grupos representaram 22, 22,5, 26, 31 e 45% da Soma dos Quadrados dos
cruzamentos para os mesmos testes, respectivamente (Tabela 3A).

Elevadas estimativas de CGC, sejam positivas ou negativas, indicam
gendtipos superiores ou inferiores aos restantes, com o0s quais foram
comparados, para uma determinada caracteristica. Baixas estimativas jd indicam
gendtipos com combinacgdes que ndo diferem significativamente da média dos
cruzamentos no sistema dialélico (Lopes et al., 1985).

Estimativas altas e positivas da CGC no teste de germinacdo foram
observadas para as linhagens 9, 5 e 8§ e estimativas baixas, para as linhagens 11 e
6 (Tabela 3).

A média dos valores de germinacdo envolvendo sementes provenientes
dos cruzamentos em que a linhagem 9 participou como parental feminino foi de
83% e como parental masculino, de 63% (Tabela 4), considerando as
combinacdes nas quais os reciprocos foram incluidos. Para a linhagem 5, esses

valores foram de 75 e 68%, e para linhagem 8, de 72 e 68%, respectivamente.
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TABELA 3 - Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinacdo para o teste de germinagdo, considerando
todos os cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos.
UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12 CGC
1 5.49 6.55 - -11.41 -8.16 7.52 0.59
2 -1.96 22.60 - -4.11 9.14 -25.68 1.79
3 13.18  -26.26  11.05 -8.96 4.78 6.21 0.65
4 - 8.25 - 6.29 - -14.53 -1.36
5 9.45 -230  -18.75 -1.01 -5.76 18.36 9.94
6 -26.16  -8.85 7.70 19.19 - 8.12 -14.26

CGC -1.96 9.23 12.68 2.18 -23.81  -0.242

As médias gerais de germinacgdo, correspondentes aos cruzamentos em
que as linhagens 11 e 6 participaram como parental feminino e masculino,
foram, respectivamente, de 27 e 55% e de 38 e 65% (Tabela 4).

Observa-se que houve diferencas na germinacdo média das sementes das
linhagens quando as mesmas foram utilizadas como parental feminino e
masculino. Essas diferengas tornaram-se mais acentuadas nas linhagens que
apresentaram estimativas de CGC elevada e negativa, a exemplo das linhagens
11 e 6, que também apresentaram melhor performance quando utilizadas como
progenitor masculino, a semelhan¢a do que foi verificado por Bdliya & Burris

(1988).
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TABELA 4 - Valores médios em porcentagem do teste de germinagdo de sementes de milho, num esquema de dialelo
parcial, envolvendo seis genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F;’s e reciprocos. UFLA,
Lavras— MG, 2003.

Gl / G2 7 8 9 10 11 12 G1
1F 92 a 64 c - - 62 ¢ 60 d 81 b 8 h
M 40 e 92 a 97 a 44 e 0 h 58 d

2 F 86 b 100 a - - 65 ¢ 44 e 21 g 12 ¢
M 33 f 90 a 2 h 58 d 53 d 54 d

3 F 88 a 90 a 94 a 69 ¢ 56 d 71 ¢ 63 ¢
M 59 d 1 h 78 b 42 e 30 f 66 ¢

4 F 11 h 59 d - - 45 e 69 c 31 f 49 d
M - - 96 a 95 a 92 a - - 60 d

5 F 90 a 85 b 56 d 67 ¢ 59 d 92 a 82 a
M 68 ¢ 72 ¢ 75 b 79 b 25 f 87 a

6 F 23 f 13 g 40 e 64 ¢ 19 g 49 d 30 f
M 15 g 82 b 95 a 74 ¢ - - 61 d

G2 16 g 4 h - - 78 b 60 d 3 h

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
F: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; M: como parental masculino.



Para o teste frio, as linhagens 8 e 5 apresentaram CGC elevada e positiva
(Tabela 5), com média de germinacdo das sementes, nos cruzamentos que
participaram de 60 e 49% e de 62 e 32%, respectivamente, como genitor
feminino e masculino (Tabela 6). Para as linhagens 11 e 6, com estimativas da
CGC elevada e negativa (Tabela 5), esses valores foram de 10 e 21% e 15 e

39%, respectivamente (Tabela 6).

TABELA 5 - Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinacdo para o teste frio, considerando todos os
cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA,
Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12 CGC
1 11.10 1.16 - -8.22 -0.54 -3.50 6.32
2 11.14 20.69  -27.18 4.32 5.25 -1422 522
3 7.39 -16.06 9.32 -10.68 1.50 8.53 2.78
4 -19.81 9.74 23.37 -0.13 - -13.17  -5.02
5 4.74 -13.52  -15.89 4.86 -6.21 26.01 11.99
6 -1456  -2.01 10.37 9.87 - -3.67 -12.77

CGC -3.35 18.60 547 -4.27 -21.46 -1.24

Os valores médios observados nos testes de germinacdo e de frio foram
superiores aos encontrados por Bdlyia & Burris (1988). Nessa pesquisa as
sementes das linhagens, colhidas com elevados teores de dgua, foram secadas a
temperatura de 50°C.

Linhagens com altas estimativas de CGC, sejam positivas ou negativas,
deverdo influenciar nas médias dos cruzamentos em que participam, em relagao
a média geral dos hibridos F,’s. No presente estudo, para a linhagem 8, por
exemplo, foi observada estimativa da CGC elevada e positiva, apresentando um

valor médio de 54,58% de vigor nos cruzamentos em que participou no teste
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frio. Este valor foi superior a média de todos os hibridos do dialelo, que foi de
35,8% (Tabela 6). Com uma estimativa alta, porém negativa para a CGC, a
linhagem 11 apresentou, na média dos cruzamentos que participou, 19% de
vigor pelo teste frio, bem inferior 2 média geral. Sendo assim, a linhagem 11
contribuiu com genes de acdo aditiva, transmitindo aos seus descendentes
sensibilidade a alta temperatura de secagem. Segundo Ibrahim & Quick (2001),
o controle genético para tolerincia térmica em folhas de trigo, avaliado pela
estabilidade térmica das membranas (MTS), parece ser condicionado por genes
aditivos, constatando que progénies de cruzamentos que envolveram pais com
capacidade geral de combinacdo positiva demonstraram ter alto nivel de MTS,
sendo o inverso também verdadeiro.

Os cruzamentos que envolveram as linhagens 11 e 6 como parental
feminino produziram descendentes com baixos valores de germinagdo tanto no
teste frio como no de germinacdo (Tabelas 4 e 6); no entanto, comparando-os
com seus reciprocos, a maioria apresentou uma maior tolerdncia a alta
temperatura de secagem. O pdlen parece ndo ter interferido na tolerancia a
injuria por secagem em suas progénies, concordando com os resultados obtidos
por Bdliya & Burris (1988). Efeito significativo do parental feminino € um

indicativo de heran¢a materna.
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TABELA 6 - Valores médios em porcentagem do teste frio de sementes de milho, num esquema de dialelo parcial,
envolvendo seis genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F;’s e reciprocos. UFLA, Lavras —

MG, 2003.

Gl / G2 7 8 9 10 11 12 Gl

1F 78 b 46 ¢ - 38 f 41 e 61 d 4 i
M 23 g 79 b 66 ¢ 23 g 0 i 15 h

2 F 68 ¢ 75 ¢ 18 h 32 f 10 h 11 h 2 i
M 11 h 66 ¢ 1 i 30 f 20 g 20 ¢

3F 54 d 82 b - - 33 f 23 g 48 e 17 h
M 33 f i 29 f 15 h 16 h 45 e

4 F 2 i 26 g 56 d 3 39 f 4 i 27 ¢
M 14 h 93 a 64 d 51 e - - 30 f

5F 86 a 60 d 51 e 54 d 39 f 84 b 52 e
M 13 h 47 e 25 g 44 e 3 i 62 d

6 F 8 i 8 i 2 g 18 h 11 h 17 h 6 i
M 3 72 ¢ 57 d 41 e - - 20 g

G2 4 i 2 i 91 a 67 ¢ 13 h 0 i

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
F: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; M: como parental masculino.



Pelos resultados apresentados, observa-se que os valores de germinagdo
no teste frio foram mais baixos que os observados no teste de germinagdo,
indicando uma maior sensibilidade do teste frio em detectar danos por secagem.
Esses resultados concordam com os observados por Madden & Burris(1995), os
quais verificaram maior redugdo na viabilidade das sementes de milho hibrido
secadas a 45°C, quando submetidas ao teste frio. Entretanto, Burris & Navratil
(1980) verificaram que essa sensibilidade das sementes a embebi¢do em baixas
temperaturas é dependente da temperatura de secagem. Segundo esses autores,
sementes de milho secadas a 50°C apresentaram germinacdo inferior a daquelas
secadas a 45°C, no teste frio.

A semelhanca do que ocorreu para o teste de germinagio, as linhagens 9
e 5 foram as que mais contribuiram para uma maior porcentagem de germinagao
nos cruzamentos nos quais participaram, avaliada na primeira contagem de
germinacdo, ao contrdrio das linhagens 11 e 6, por apresentarem CGC elevada e
negativa (Tabela 8). Estimativas elevadas e positivas para CGC indicam que as
linhagens 5 e 9 sdo capazes de transmitir, aos descendentes, tolerancia a alta
temperatura de secagem, propiciando valores de vigor mais elevados. Os
valores médios observados na primeira contagem de germinacio para aqueles
cruzamentos em que a linhagem 9 foi utilizada como parental feminino e
masculino foram, respectivamente, 70 e 55%, e para a linhagem 5, 57 e 44%.
Para as linhagem 11, esses valores foram de 18 e 37%, e para a linhagem 6, 19 e

54%, respectivamente (Tabela 7).
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TABELA 7 - Valores médios em porcentagem da primeira contagem do teste de germinacfo de sementes de milho, num
esquema de dialelo parcial, envolvendo seis genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F;’s e
reciprocos. UFLA, Lavras — MG,2003.

Gl / G2 7 8 9 10 11 12 G1
1F 81 a 51 ¢ - - 44 ¢ 42 ¢ 67 b 3 g
M 25 e 83 a 89 a 34 d 0 h 21 e

2 F 68 b 68 b - - 27 e 21 e 9 ¢ 0 g
M 16 f 62 b 1 h 30 d 32 d 14 f

3 F 77 a 83 a 90 a 51 ¢ 48 ¢ 54 ¢ 26 g
M 46 c 1 h 61 b 33 d 23 e 53 ¢

4 F 3 g 27 e - - 21 e 56 ¢ 12 f 29 g
M - - 63 b 42 ¢ 68 b - - 22 e

5F 82 a 68 b 46 ¢ 40 d 38 d 71 b 59 g
M 40 d 50 ¢ 60 b 45 ¢ 17 f 55 ¢

6 F 15 f 3 ¢g 29 d 20 e 10 g 27 e 11 g
M 4 g 74 b 88 a 60 b - - 42 ¢

G2 6 g 1 g - - 48 g 42 g 0 g

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
F: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; M: como parental masculino.



TABELA 8 - Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinacdo para a primeira contagem do teste de
germinagdo', considerando-se todos os cruzamentos em que se
obteve hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12 CGC
1 0.47 1.15 - -0.27 -1.54 0.19 0.26
2 0.25 1.57 - -0.57 1.00 -2.25 -0.40
3 0.94 -2.58 0.39 -0.39 0.75 0.89 0.58
4 - 0.38 - 0.83 - -1.21 -0.66
5 0.59 0.10 -1.22 -0.54 -0.22 1.30 0.8
6 -2.24 -0.61 0.83 0.94 - 1.09 -1.11

CGC 0.07 0.57 1.50 0.06 -1.66 -0.33

' Dados transformados em raiz de x.

A mesma tendéncia nas estimativas das CGC’s observadas nos demais
testes foi verificada para os testes de condutividade elétrica (Tabela 9) e
envelhecimento acelerado (Tabela 10). No entanto, destacaram-se as linhagens 1
e 2 por ndo apresentarem boa capacidade combinatéria pelo teste de
condutividade elétrica e envelhecimento acelerado, respectivamente, e a
linhagem 6, que no teste de condutividade elétrica ndo teve o mesmo
comportamento observado nos testes de germinacdo, frio e de envelhecimento
acelerado. As linhagens 8, 5 e 9 utilizadas como parental feminino para ambos
os testes também apresentaram uma melhor performance comparada aos seus
reciprocos (Tabelas 11 e 12). As médias dos valores de condutividade nos
cruzamentos em que as linhagens 8, 5 e 9 foram utilizadas como parental
feminino e masculino foram, respectivamente, de 23 e 36, de 28 ¢ 36, e de 28 e

32 uS/cm/g de sementes. Para as linhagens 1 e 11, esses valores foram,

respectivamente, de 51 e 41 e de 48 e 38 uS/cm/g de sementes (Tabela 11). Para
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TABELA 9 - Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinacdo para o teste de condutividade elétrica',
considerando todos os cruzamentos em que se obtiveram hibridos
e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12 CGC
1 0.0025 0.0137 - 0.0279 -0.0183 -0.0258 0.0985
2 -0.0520  0.0666 - -0.0785 0.0448 0.0190 0.0126
3 0.0065 -0.0031 -0.0340 0.0402 -0.0328 0.0232 -0.0127
4 - - - -0.0249 - 0.0249 -0.0071
5 -0.0652 0.0053 0.0599 0.0155 0.0063 -0.0219 -0.0572
6 0.1082 -0.0824 -0.0258 0.0196 - -0.0195 -0.0242

CGC -0.0074 -0.1161 -0.0390 0.0357 0.0625 0.0450

"Dados transformados em log x.

TABELA 10 - Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para o teste de envelhecimento acelerado,
considerando todos os cruzamentos em que se obtiveram hibridos
e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12 CGC
1 -2.84 2.89 4.70 -5.57 3.66 -2.84 3.57
2 15.46 20.19  -25.82 3.48 -2.78 -10.53  -14.23
3 7.55 2173 1526 -14.18 0.55 12.55 8.93
4 -26.36 1.87 20.11 19.41 7.32 -22.35 0.59
5 19.59 -2.05 -20.57 -8.26 -5.27 16.56 12.76
6 -13.40  -1.17 6.32 5.12 -3.48 6.61 -11.62

CGC -3.42 20.85 9.86 -11.19  -12.68 -3.43
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TABELA 11 - Valores médios do teste de condutividade elétrica, em puS/cm/g de sementes de milho, num esquema de
dialelo parcial, envolvendo seis genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F ;’s e reciprocos.
UFLA, Lavras— MG, 2003.

Gl / G2 7 8 9 10 11 12 G1
1F 55.19 i 54.63 i - - 5593 i 47.02 h 4471 h 70.73 j
M 35.37 j 2325 b 28.69 d 4798 h 51.99 i 49.04 h
2 F 3245 e 53.82 i - - 27.10 d 46.63 h 4047 ¢ 36.80 f
M 31.56 e 19.89 a 4551 h 4098 ¢ 4728 h 4490 h
3 F 3342 e 26.29 d 30.55 e 3746 f 28.26 d 36.26 f 4525 h
M 35.79 f 26.34 d 27.96 d 4529 h 48.56 h 4522 h
4 F 47.64 h - - - - 4528 h 3373 e 3945 ¢ 39.65 g
M - - 21.80 b 2489 c 2844 d - - 4289 g
S F 2642 d 2271 b 3520 f 28.13 d 29.83 e 2497 c 3098 e
M 2647 d 25.81 d 30.82 e 44.11 h 45.04 h 4344 h
6 F 4924 h 2337 b 31.57 e 36.69 f 28.52 d 2775 d 29.77 e
M 36.87 f 19.50 a 26.61 d 3997 g - - 46.03 h
G2 3648 f 27.27 d - - 37.61 f 37.28 f 65.26 j

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
F: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; M: como parental masculino.



TABELA 12 - Valores médios em porcentagem do teste de envelhecimento acelerado de sementes de milho, num
esquema de dialelo parcial, envolvendo seis genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F 1’s
e reciprocos. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Gl /G2 7 8 9 10 11 12 Gl
1F 50 e 36 g 7 ] 32 h 50 ¢ 49 ¢ 0 k
M 5 k 79 b 90 a 2 k 0 k 7 ]

2 F 51 e 59 d 0 k 11 j 0 k 0 k 0 k
M 5 k 56 d 0 k 6 k 1 k 4 k

3F 72 ¢ 76 b 80 b 19 i 37 ¢ 35 g 17 i
M 15 i 1k 49 ¢ 9 j 17 i 62 d

4 F 0 k 20 i 80 b 0 k 35 ¢ 1k 17 i
M 2 k 87 a 42 f 78 b 16 i 10 j

5F 87 a 65 d 39 g 33 g 27 h 61 d 8 j
M 31 h 59 d 26 h 14 j 24 i 51 e

6 F 3k 4 k 14 j 4 k 2 k 13 j 1k
M 1 k 73 ¢ 56 d 2 i 3 k 31 h

G2 0 k 1 k 92 a 90 a 16 i 1 k

Meédias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
F: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; M: como parental masculino.



o teste de envelhecimento acelerado (Tabela 12), as linhagens 8, 5 e 9
apresentaram valores médios nos cruzamentos que participaram como parental
feminino e masculino, respectivamente, de 59 e 43%, 52 e 34% e 44 e 37%. Para
as linhagens 2, 11 e 6, esses valores foram de 20 e 12 %, 10 e 25% e 7 e 31%,
respectivamente.

Com relagdo ao teste de condutividade elétrica, quanto maior o valor de
condutividade, maior a desestrutura¢do do sistema de membranas, permitindo
maior lixiviagdo de exudatos. Sendo assim, as melhores estimativas de CGC sdo
aquelas com alto valor absoluto, porém negativo.

Em todos os testes utilizados para a avaliacdo das qualidade fisioldgica
das sementes submetidas a alta temperatura de secagem pdde-se constatar a
consisténcia dos resultados obtidos para as estimativas das CGC’s nos
cruzamentos em que as linhagens 8, 5, 9, 11 e 6 participaram.

O efeito significativo da capacidade especifica de combinag¢do (CEC)
indica a importincia que determinadas intera¢des genéticas possuem em conferir
tolerdncia ou ndo aos seus descendentes, indicando que existem cruzamentos
que diferem da média dos pais para essa caracteristica.

Nos cruzamentos 6x7, 3x8 e 2x12 foram observadas estimativas
elevadas e negativas de CEC’s para os testes de primeira contagem (Tabela 8) e
contagem final do teste de germinacdo (Tabela 3), independentemente de as
linhagens terem sido usadas como parental feminino ou masculino; para os
cruzamentos 2x8 e 5x12 foram observados valores elevados e positivos. Altos
valores de CEC’s indicam combinagdes especificas melhores ou piores com base
nas capacidades gerais de combinag@o dos progenitores. O valor da estimativa
da CEC indica o desvio em relagdo a média dos pais, mas ndo implica que a
combinacdo em questdo seja a melhor ou pior.

Maiores valores de CEC foram observados para as sementes

provenientes do cruzamento 6x12 na primeira contagem de germinagdo, quando

90



comparados aos observados na contagem final. O mesmo pdde ser observado
para o hibrido 6x10, cujo valor de CEC foi um dos maiores no teste de
germinacio.

No teste frio, elevados valores das estimativas da CEC, positivos e
negativos, foram verificados para as combinagdes 2x8, 4x9, 5x12 e 4x7, 3x8,
2x9, respectivamente (Tabela 5). No teste de envelhecimento acelerado, as
melhores combinacdes foram verificadas para os hibridos 5x7, 2x8 e 4x9, e as
piores para 4x7, 2x9, 4x12 e 3x8 (Tabela 10).

Com relagdo ao teste de condutividade elétrica, menores estimativas da
CEC foram observadas para os hibridos 5x7, 6x8 e 2x10 e maiores para as
combinacdes 6x7, 2x8 e 5x9 (Tabela 9).

Segundo Herter & Burris (1989b) e Rosa et al. (2000), as sementes,
independentemente da qualidade, lixiviam exudatos durante o periodo inicial de
embebi¢cdo. A injiria as membranas provocada pela secagem teve maior
importancia ou ndo, dependendo da combinacdo hibrida. Na interpretacdo do
teste de condutividade, ¢ dificil determinar qual perfil de perda de eletrdlitos
revela uma reducdo significativa na qualidade das sementes que possa
comprometer seu desempenho nos demais testes. Outros tipos de danos podem
afetar a viabilidade, sem aumentar os valores de condutividade elétrica.
Christiansen (1978), citado por Ibrahim & Quick (2001), comentou que alta
temperatura pode romper o movimento da dgua, fons e solutos orginicos através
das membranas, interferindo na fotossintese e respiracao.

O comportamento dos hibridos quanto a tolerancia das sementes a alta
temperatura de secagem de maneira geral foi consistente em todos os testes
utilizados para a avaliag@o da qualidade fisioldgica das sementes, com ressalva
para o teste de condutividade elétrica. Em cada teste foram citadas apenas as
combinacdes mais expressivas. O hibrido 5x7, por exemplo, que se destacou no

teste de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica, também apresentou
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boa performance nos demais testes. Por outro lado, sementes das combinagdes
6x8 e 2x8 apresentaram comportamento diferenciado no teste de condutividade
elétrica, quando comparado aos demais testes. A combinacido 2x10, que se
destacou nesse teste, ndo € a mais indicada para aumentar a porcentagem de
germinacdo das sementes na primeira contagem e contagem final do teste de
germinacgdo. No entanto, nos testes de frio e envelhecimento acelerado, embora
os valores tenham sido positivos, esse hibrido comportou-se como esperado,
com base na capacidade geral de combinagdo dos progenitores. Os resultados
médios de vigor pelo teste de envelhecimento acelerado, obtidos das sementes
provenientes dos cruzamentos em que as linhagens 2 e 10 participaram, foram
de 16 e 19%, respectivamente, e os observados para a combinacdo 2x10,
incluindo o reciproco, foi de 8,5% (Tabela 12). No teste frio, nos cruzamentos
em que houve a participacdo da linhagem 2, o vigor médio foi de 30%; quando
da participacdo da linhagem 10, o vigor foi de 32%; e para o cruzamento 2x10,
de 31% (Tabela 6). Pode-se observar que o vigor das sementes provenientes
dessa combinacdo foi semelhante ao de seus progenitores com base nas suas
CGCss.

Acentuadas diferencas entre gendtipos de milho também foram
observados por Romano Filho et al. (1997) quanto a sensibilidade a altas
temperaturas de secagem. Os autores concluiram que temperatura de até 45°C
pode ser utilizada para a secagem de sementes colhidas em espigas, com teor de
dgua entre 30-40%, sem afetar a qualidade fisioldgica das sementes.

Foram observadas diferencas significativas entre os genitores,
representados pelas linhagens e hibridos, representados pelos cruzamentos,
quanto a qualidade fisiolégica das sementes (Tabela 3A). Isso significa que
houve efeito médio tanto dos genitores quanto dos cruzamentos. A andlise de
varidncia dos dados observados nos testes de germinacdo e vigor para as

linhagens e hibridos estd na Tabela 4A. Os valores médios de germinacio e
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vigor observados para os hibridos foram superiores aos das linhagens, com
excegdo para o teste de condutividade elétrica (Tabelas 4, 6, 7, 11 e 12). Gomes
et al. (2000) observaram que a heterose também € expressa na qualidade
fisiolégica das sementes. Na presente pesquisa, a qualidade fisiolégica das
sementes de muitas combinagdes foi inferior & observada para as dos seus pais,
podendo-se citar as combinagdes 10x3 e 10x5, dentre outras. Excecdo feita para
o teste de condutividade elétrica, em que pouca diferenca foi verificada entre os
valores médios observados para essas combinacdes com relagdo a média dos
respectivos pais (Tabela 11).

Has V (1999) verificou que a CEC foi mais importante que a CGC para
a composicdo quimica das sementes de milho doce, indicando que o padrdo de
acimulo de carboidrato no hibrido depende da interacdo das linhagens parentais.
Também foram detectadas diferencas nos hibridos reciprocos para todas as
andlises de composicdo quimica das sementes. Essas diferencas podem ser
atribuidas, segundo os autores, a uma interacdo citoplasma x genoma nuclear.

Pelas Tabelas 13 a 17, observa-se que a maior parte das combinacdes
hibridas apresenta significAncia para o efeito reciproco quanto a qualidade
fisiolégica das sementes, tornando-se uma caracteristica importante a ser
considerada na escolha dos progenitores para a producido de sementes hibridas.
A significancia para o efeito reciproco indica efeito materno ou
extracromossOmica para a caracteristica em questdo. Zhang et al. (1996)
separaram o efeito reciproco em materno e ndo materno. Para esses autores, o
efeito materno refere-se ao efeito de fatores ndo reprodutivos do genétipo
maternal sobre a caracteristica de seus descendentes e o nao maternal € o efeito

de todos os outros fatores ndo nucleares sobre a caracteristica.
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TABELA 13 - Estimativa do efeito reciproco para o teste de germinacdo,
considerando todos os cruzamentos em que se obtiveram
hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12
1 26 -14.25° - 9257 30000 1175
2 26.75" 5.00° - 3758 450 16.257
3 14757 44507 825" 13257 12507 250
4 - -18.50" - -23.50" - -14.25"
5 10697 625 9757 -6.00" 16,757 2.56"°
6 400" 34507 27507 -5.00" - -6.00°

"¢ Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. ™ ndo significativo.

TABELA 14 - Estimativa do efeito reciproco para o frio, considerando todos os
cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA,

Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12
1 2725  -1625" - 7507 20507 2323
2 28257 475" 8.25" 1.0 475" 450"
3 10507 40507 24757 9.00" 3.50"° 1.75™
4 -6.000  -33.507 -4.00" 24257 - -13.25°
5 36.44" 6.25" 13.25° 5.25" 18.007  11.06~
6 250 32,007 -17.257  -11.507 - -1.50™

"e” Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. " ndo significativo.
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TABELA 15 - Estimativa do efeito reciproco para a primeira contagem do teste
de germinagdo', considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12
1 2037 -0.99 - 0.39™° 3.20° 1.89"
2 2.14" 0.12" - 0.07% 0517 -0.29™
3 1.017 436" 0.84" 0.70" 1117 0.01™
4 - -1.457 - -1.857 - -0.59°
5 1.44" 0.60" 048" 022" 1.04" 0.51"
6 0.89" 3587 -198" -1.717 - -0.68"

' Dados transformados em raiz de x.

“e " Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente; ™ ndo significativo.

TABELA 16 - Estimativa do efeito reciproco para o teste envelhecimento
acelerado, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12
1 2257 21500 -41.67 15.000 2475  21.00°
2 23.007  2.00™ 0.00™ 2.75™ 0.50% 2,00
3 28257 37757 15257 5.257 10.00"  -13.75"
4 -1.00% 33507 19257 -39.007 9.597 450"
5 27.88" 3.25™ 6.25" 9.50" 1.50™ 491"
6 0.75™ 34257 20757 9.007 092 9257

"e” Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. " ndo significativo.
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TABELA 17 - Estimativa do efeito reciproco para o teste de condutividade
elétrica’, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

G1/G2 7 8 9 10 11 12
1 0.0970° 0.1810" - 0.0326° -0.0216™ -0.0207™
2 0.0058™  0.2160” - -0.0914" -0.0030  -0.0231"
3 -0.0138™  -0.0008™ 0.0191™  -0.0412" -0.1176" -0.0483"
4 - - - 0.1009" - 0.0181™
5 -0.0001™  -0.0279°  0.0264" -0.0991" -0.0887" -0.1204""
6 0.0623"  0.0390”  0.0369" -0.0185"° - -0.1097"

! Dados transformados em log x.
e " Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. ™ ndo significativo.

Ibrahim & Quick (2001) verificaram que o efeito materno concorreu
com 67% da variagdo reciproca para o controle genético para tolerancia térmica
em trigo. Em sementes de milho, diferencas na expressdo fenotipica entre
hibridos e reciprocos tém sido observadas ndo s para germinacdo a baixa
temperatura e tolerdncia a injirias por secagem, mas para outras caracteristicas
como peso seco do embrido e do endosperma, taxa de crescimento da semente,
proteina e 6leo no embrido e sintese de zeina (Bagnara e Daynard, 1983; Miller
e Brimhall, 1951, Chaudhuri e Messing, 1994, citados por Kollipara et al.,
2002).

Os valores observados nas Tabelas 13 a 17 correspondem as estimativas
do efeito reciproco do cruzamento quando se consideraram as linhagens do
grupo 1 como parental feminino. Assim, para o teste frio (Tabela 14), a
estimativa de 27,25 foi verificada para a combinag¢do 1x7 quando a linhagem 1
foi utilizada como progenitor feminino. Quando a linhagem 1 foi utilizada como

parental masculino, a estimativa foi de —27,25.
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Para o teste de germinacdo e primeira contagem (Tabelas 13 e 15), as
combinacdes 8x3, 6x8, 11x1, 6x9, 7x2, 7x1 e 4x10 apresentaram estimativas
elevadas para o efeito reciproco, o que explica as maiores diferencas nos valores
de germinagdo observados entre as sementes dos hibridos e dos seus respectivos
reciprocos (Tabelas 4 e 7).

As diferencas observadas entre hibridos e reciprocos pode estar
associada a mitocdndria, uma organela do citoplasma dos eucariontes portadora
de DNA com fungdes de replicagdo e transcri¢ao independentes do DNA nuclear
(Ramalho et al., 1990). O descendente de um cruzamento recebe essencialmente
o citoplasma do 6vulo. Sendo a fonte primdria de energia durante a germinagdo,
a mitocondria é um elemento chave na determinacdo da taxa de germinagdo e
subsequente crescimento da plantula. No entanto, o seu desenvolvimento e
funcionabilidade durante estigios iniciais de hidratacdo do tecido embriondrio
sdo prejudicados pela alta temperatura de secagem (Madden & Burris,1995).

E interessante observar que para os cruzamentos 2x8 e 5x12, em que a
CEC foi elevada e positiva (Tabela 3), os valores de germinacdo das sementes
dos hibridos F;’s e de seus reciprocos foram superiores aos observados para os
pais (Tabela 4). Porém, nem todas as sementes provenientes de combinagdes que
apresentaram CEC elevada e negativa apresentaram performance inferior a
média dos pais, como a observada para o hibrido 2x12 (Tabelas 3 e 4). Para os
hibridos 6x7 e 3x8, com estimativas elevadas e negativas para a CEC, sementes
de um dos hibridos F,’s apresentaram germinagao inferior a dos pais (Tabelas 3
e 4). Vale ressaltar que h4 interferéncia do efeito reciproco sobre a combinagdo
hibrida. O cruzamento 3x8, por exemplo, que apresentou estimativa da CEC de
—26,26 (Tabela 3), e o seu reciproco, de 44,5 (Tabela 13), apresentaram valores
médios de germinacdo de 89,5 e 0,5% para o hibrido 8/3, para o qual o parental
feminino € a linhagem 3 e 3/8, com a linhagem 8 como fémea, respectivamente

(Tabela 4). A média de germinacdo das sementes dos pais desse hibrido foi de
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33,5%. No caso em que o efeito reciproco ndo foi significativo, como na
combinacdo 6x7 (Tabela 13), a CEC foi de —26,16 (Tabela 3) e os valores de
germinacdo das sementes provenientes dos cruzamentos 6/7 e 7/6 foram de 15%
e 23%, respectivamente, sendo que a média de germinacdo das sementes dos
pais foi de 23% (Tabela 4). Por meio desses dados observa-se que a diferenca
nos valores de germinacdo das sementes do hibrido e do seu reciproco nao foi
elevada e que a estimativa da CEC realmente contribuiu para reduzir a
performance do hibrido com relacdo aos seus pais. Sabe-se, no entanto, que
esses resultados sdo dependentes do nivel de significancia dos valores das
estimativas.

Para o teste frio e envelhecimento acelerado (Tabelas 14 e 16), houve a
mesma tendéncia dos resultados observados nos testes de germinagdo e de
primeira contagem, destacando-se também as combinagdes 5x7 e 4x8, no teste
frio. O mesmo ocorreu para os hibridos 3x7, no teste de envelhecimento
acelerado, e 1x9, que apresentou a maior estimativa. Para os demais testes, ndo
foi possivel estimar o efeito reciproco para a combinacdo 1 x 9, embora pareca
ser altamente significativa, com base nos valores médios observados nos testes
em que foi possivel a avaliacdo da qualidade fisiol6gica das sementes de um dos
hibridos. Gomes et al. (2000) ndo verificaram a existéncia de efeito maternal
para tolerancia ao frio em sementes de milho.

Vale ressaltar que os cruzamentos com estimativas do efeito reciproco de
maiores magnitudes no teste frio o foram também no teste de envelhecimento
acelerado. Bingham, Harris e McDonald (1993), citados por Camargo (2001),
comprovaram que os danos provocados pelo envelhecimento acelerado em
sementes de milho refletiram de forma mais acentuada sobre a taxa de
crescimento de radicula e coledptilo quando comparados a porcentagem de

germinacio.
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Cal & Obendorf (1972) argumentaram que o efeito materno pode
explicar a sensibilidade dos hibridos reciprocos aos danos por embebic¢ao ao frio
e que a heranga citoplasmadtica da mitocondria pode explicar a relacdo entre o
hibrido e o parental feminino em resposta ao frio, pois somente a linhagem
materna pode fornecer mitocondria e outras organelas num cruzamento. Parece
haver necessidade de um sistema enzimatico mitocondrial apto a tornar-se ativo
quando as sementes secas sdo hidratadas. Nakayama et al. (1990), citados por
Burris & Madden (1993), comentaram que a taxa respiratdria, apds completa
hidratacdo das sementes, parece depender de um continuo desenvolvimento da
mitocondria, devido inicialmente a importagdo e organizagdo de proteinas pré-
exixtentes no citoplasma. No entanto, outras caracteristicas, como estrutura e
espessura do pericarpo e pressao osmética do endosperma, podem influenciar na
taxa de secagem das sementes e, consequentemente, na tolerancia aos danos por
secagem (Burris & Navratil, 1980 e Purde & Crane, 1967).

No teste de condutividade elétrica (Tabela 17), a combinacdo 4x10
apresentou estimativa do efeito reciproco elevado, como nos demais testes, no
entanto as combinagdes que se destacaram foram as 2x8, 1x8, 5x12 e 3x11. Isso
implica que o aumento da permeabilidade das membranas é um dos danos
ocasionados pelo processo de secagem (Herter & Burris (1989b).

A injdria as membranas, avaliada pelo teste de condutividade elétrica,
tem maior importancia ou ndo, dependendo do genétipo avaliado. Pesquisas tém
sido conduzidas com o intuito de estudar mecanismos que contribuam para o
controle de lixiviados pelas membranas, como a realizada por Burris et al.
(1997), que detectaram a presenga de corpos lipidicos alinhados adjacentes a
parede celular da radicula de sementes de milho.

Verifica-se que as combinagdes 3x8 e 1x11, que apresentaram uma das
maiores magnitudes para as estimativas do efeito reciproco nos demais testes,

ndo foram significativas para o teste de condutividade. O mesmo ocorreu para a
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combinacdo 2 x 8, para a qual o efeito reciproco foi bastante expressivo no teste
de condutividade elétrica. Ao analisar a combinacdo 2 x 8 quanto a estimativa da
CEC, verificou-se que esta foi uma das melhores combinag¢des para todos os
testes, com exce¢do da condutividade elétrica, pressupondo que os valores
elevados de condutividade ndo afetaram o desempenho nos demais testes
determinantes da qualidade fisiol6gica das sementes. E importante mencionar
que os principios dos testes sdo diferentes e determinados aspectos de vigor das
sementes podem ser detectados por alguns testes € ndo por outros, como
comentado por Roveri-José (1999).

Baixa relagdo entre o vigor hibrido e a condutividade elétrica foi
constatada por Von Pinho (1995) e Gomes et al. (2000) em sementes de milho.
Burris et al. (1997) observaram que apesar de a secagem de sementes de milho
em espigas a 45°C resultar em aumento na condutividade, esta injuria foi muito
menor € ndo pode ser associada com as mesmas fontes de eletrélitos dos
materiais secados rapidamente, em que severos danos de membranas ocorrem.
Outros fatores como a integridade do pericarpo, podem afetar a condutividade
elétrica dos exudatos liberados pela sementes de milho, como comentado por
Herter & Burris (1989a).

Pela presente pesquisa, foi possivel inferir sobre os tipos e as
importancias relativas dos efeitos génicos que atuam na determinagdo da
tolerdncia a alta temperatura de secagem, o que orienta na selecdo de
progenitores para a produgdo de sementes hibridas de milho.

A significancia das capacidades geral e especifica de combinagdo indica
a presenca de genes de efeitos aditivos e ndo aditivos no controle genético para a
tolerincia a alta temperatura de secagem.

Com base nos resultados da capacidade combinatéria, é possivel

escolher os parentais envolvidos nos cruzamentos, sobretudo quando se deseja
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desenvolver linhagens superiores e identificar hibridos superiores, tolerantes a
alta temperatura de secagem.

Quanto a sensibilidade a alta temperatura das sementes dos hibridos
reciprocos, parece haver efeito materno ou extracromossdmica nessa
caracteristica, conduzindo a outros mecanismos que possam estar influenciando
nessa tolerdncia, como a heranca citoplasmdtica, a pressdo osmotica do
endosperma e as caracteristicas fisicas do pericarpo, um tecido de origem

materna.

6 CONCLUSOES

Os efeitos significativos das capacidades geral e especifica de
combinacdo sugerem a presenca de efeitos génicos aditivos e ndo aditivos para a
tolerdncia a alta temperatura de secagem.

H4 predominincia do efeito reciproco para a tolerdncia a alta
temperatura de secagem.

A tolerancia a alta temperatura de secagem pode ser explicada pelo

efeito materno.
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CAPITULO 4

1 RESUMO

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. TolerAncia de sementes de milho a
alta temperatura de secagem: aspectos bioquimicos e anatomicos. 2003.
Cap. 4. Tese (Tese-Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

Vérios mecanismos tém sido envolvidos na aquisicdo e manutencdo da
tolerincia a dessecag@o. A auséncia ou inefetiva expressao de um ou mais desses
mecanismos determinam o grau relativo de sensibilidade a dessecagdo. O
objetivo dessa pesquisa foi avaliar aspectos bioquimicos, como a atividade da
enzima O-amilase e padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor,
bem como aspectos anatdmicos do pericarpo das sementes, que pudessem estar
associados com a tolerdncia a alta temperatura de secagem. Foram utilizadas
sementes de linhagens produzidas na safra 1999/00, classificadas como
tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem, e sementes dos hibridos
que apresentaram efeito reciproco significativo, produzidas na safra 2000/01. As
sementes foram colhidas com teor de 4gua de aproximadamente 35% e secadas a
45°C. Sementes secadas a sombra foram utilizadas como testemunha na safra
1999/00. A enzima o-amilase foi extraida de sementes germinadas de cada
material em tampao Tris-HCI 0,2 M e as proteinas resistentes ao calor, de eixos
embriondrios das sementes, na presenca do tampao Tris HCI 0,05 M. Sementes
que apresentaram qualidade fisiolégica superior, avaliada pelo teste de
germinacdo, também apresentaram maior intensidade de banda para a enzima o-
amilase. Uma maior concentracdo de fragdes de proteinas resistentes ao calor, de
peso molecular entre 18,5 e 44,1 kDa, foi verificada nas sementes das linhagens
tolerantes. Os padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor foram
semelhantes entre as sementes hibridas que apresentaram efeito reciproco
significativo. Diferencas na tolerdncia das sementes a alta temperatura de
secagem foram relacionadas as caracteristicas fisicas do pericarpo. Sementes de
linhagens e hibridas que apresentaram estrutura do pericarpo mais densa,
formada por células mais compactadas, foram mais sensiveis a alta temperatura
de secagem.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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2 ABSTRACT

ROVERI JOSE, Solange Carvalho Barrios. Tolerance of corn seeds to high drying
temperature: biochemical and anatomical aspects. 2003. Chap. 4. Thesis
(Doctorate in Plant Science). Federal University of Lavras, Lavras.

Several mechanisms have been involved in the acquisition and maintenance of
desiccation tolerance. The absence or ineffective expression of one or more of
these mechanisms determines the relative degree of sensitivity to desiccation.
Thedjedive o this reseach was to evdude theldochemiad cspeds, & the &
amylase’s activity and the electrophorectic patterns of the heat resistant proteins,
and also the anatomical aspects of the seed pericarp, that could be associated
with the high drying temperature tolerance. Seeds from lines, produced in
1999/00, classified as tolerant and intolerant to high drying temperature, and
seeds from hybrids which present significant reciprocal effect, produced in
2000/01, were used. The seeds were harvested with 35% water content and dried
at 45°C. Seath died unda shadbw were utilized & aonird in 1999/000. The &
amylase enzyme was extracted from germinated seeds from each material in
TRIS — HCI 0,2 M buffer, and the heat resistant proteins, of the embrionary
axes, in TRIS — HC1 0,05 M buffer. Seeds that presented superior physiological
quality, evaluated by the germination test, also presented greater band intensity
far the &anylase ezyme A highe conaanirdion of hed resistant profans, o
molecular weight between 18,5 and 44,1 kDa was verified, in seeds from the
tolerant lines. The electrophorectic patterns of the heat resistant proteins were
similar amid the hybrid seeds which presented significant reciprocal effect.
Differences in seed tolerance to high drying temperature were related to the
physical characteristics of the pericarp. Seeds from lines and hybrids that
presented denser pericarp structure, formed by more compact cells, were more
sensitive to high drying temperature.

" Guidance Committee: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA (Major
Professor), Dr. Renzo Garcia Von Pinho — UFLA e Dr. Magno
Antonio Patto Ramalho — UFLA.
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3INTRODUCAO

A remoc¢do de 4gua das sementes pode causar alteracdes quimicas,
fisicas e fisioldgicas nas sementes, 0 que torna o processo de secagem uma etapa
critica do processo de producio de sementes.

A causa primdria do dano produzido por altas temperaturas tem sido a
desintegracdo do sistema de membranas celulares. Além disso, altas
temperaturas de secagem podem diminuir a solubilidade e a capacidade de
ligacdo das proteinas (Wall et al., 1975, citado por Peplinski et al., 1994), causar
injuria tanto na estrutura da mitocondria, refletindo na taxa respiratdria (Burris et
al. 1997), como em outros sistemas subcelulares.

Sementes tolerantes a alta temperatura de secagem devem apresentar
mecanismos que confiram prote¢do contra os danos provocados pela perda de
dgua. Sementes que toleram a dessecacdo dispdem de alguns mecanismos de
protecdo capazes de manter os sistemas de membranas das células, as estruturas
das macromoléculas e as substancias de reserva em condi¢des de readquir suas
fungdes fisioldgicas quando as sementes sdo reembebidas. O desenvolvimento
desses mecanismos depende de caracteristicas genéticas da espécie. A auséncia
ou inefetiva expressdo de um ou mais desses mecanismos determinam o grau
relativo de sensibilidade a dessecacdo (Pammenter & Berjak, 1999).

Importantes mudancas metabdlicas e bioquimicas envolvidas na
prevengdo de injurias causadas por alta temperatura de secagem tém sido
estudadas em sementes de milho (Perdomo & Burris, 1998; Seyedin et al. 1984 e
Rosa et al., 2000), como a eficiéncia da taxa respiratdria, a atividade da enzima
a-amilase e a degradacdo de grdos de amido. Mudangas morfolégicas também
tém sido estudadas, como a migracdo de corpos lipidicos dentro das células e a

formagao de corpos protéicos dentro dos vactiolos. Em sementes tolerantes a alta
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temperatura de secagem, os constituintes celulares estdo protegidos ou podem
ser reparados.

Um dos mecanismos mais estudados na adaptagdo dos organismos a
condi¢do de estresse € a indugdo das proteinas resistentes ao calor (Heat Shock
Proteins (HSP)). Essas proteinas resistentes ao calor t€ém sido associadas com a
tolerdncia a dessecacdo das sementes (Kigel & Galili, 1995), amenizando
problemas causados pela agregacdo e ma estruturagdo de proteinas (Queitsch et
al. 2000).

Caracteristicas morfoldgicas como a espessura e estrutura do pericarpo
também tém sido relacionadas com a qualidade das sementes apds secagem
artificial. Burris & Navratil (1980) constataram que sementes de gendtipos de
milho tolerantes a alta temperatura de secagem apresentaram maior taxa de
secagem. Os autores sugeriram que gendtipos tolerantes podem ser capazes de
dissipar 4gua a uma maior taxa que os tipos intolerantes. Diferencas na taxa de
secagem entre sementes de milho t€m sido relacionadas as caracteristicas fisicas
do pericarpo.

Desse modo, seria oportuno verificar possiveis modificacdes na
atividade da enzima o-amilase, nos padrdes das proteinas resistentes ao calor e
na morfologia do pericarpo que poderiam estar associadas na prevencdo da
injuria as sementes ocasionada pela secagem a alta temperatura.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi o de avaliar pardmetros bioquimicos
e anatdmicos que pudessem estar associados com a tolerancia a alta temperatura

de secagem.

4 MATERIAL E METODOS

Sementes produzidas nas safras 1999/00 e 2000/01 foram utilizadas

neste experimento. Inicialmente foi instalado, em novembro de 1999, um campo
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de multiplicacdo de linhagens, provenientes da empresa Geneseeds — Recursos
Genéticos em Milho Ltda. Na época de florescimento as espigas foram
protegidas com sacos plésticos, antes da emissdo dos estilo-estigmas, para evitar
cruzamentos  indesejaveis, e posteriormente foram realizadas as
autofecundacdes. Durante o desenvolvimento das sementes, foi feito um
acompanhamento da solidificacdo do endosperma por meio da linha de leite e as
espigas foram amostradas para determinag¢do do teor de agua, utilizando-se o
método da estufa a 130°C, por 4 horas, conforme prescricdes das Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 1992), até que o teor de d4gua das mesmas atingisse
aproximadamente 35%, momento este em que foi realizada a colheita.

As espigas, correspondentes a cada linhagem, foram colhidas e
despalhadas manualmente e em seguida submetidas a secagem artificial a 45°C
até as sementes atingirem o conteido de dgua de aproximadamente 11%. Para a
secagem das espigas, foram utilizados secadores experimentais de pequena
escala, construidos de acordo com Navratil & Burris (1982). As espigas foram
debulhadas manualmente e as sementes, retidas na peneira 16 de crivo circular
foram tratadas com os fungicidas Tecto 600° e Captan®, nas doses de 40g e
120g do produto comercial por 100Kg de sementes, respectivamente. Por meio
dos testes de germinagdo e vigor, as linhagens foram classificadas em tolerantes
e intolerantes a alta temperatura de secagem, como descrito no capitulo 2.
Sementes colhidas com 35% e 18% de teor de 4gua e secadas a sombra foram
utilizadas como testemunha para as avaliacdes das proteinas resistentes ao calor
e da enzima o-amilase, respectivamente.

A partir do grupo das seis linhagens tolerantes e do grupo das seis
intolerantes a alta temperatura de secagem, foram obtidos hibridos simples de
milho, incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistema de cruzamento dialelo
parcial, mais as linhagens parentais. A semeadura, realizada em novembro de

2000, foi conduzida em trés épocas distintas para garantir a coincidéncia no
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florescimento entre os parentais. A metodologia de produgdo, colheita e secagem
das sementes foi a mesma citada anteriormente. As sementes foram secadas até
atingirem um teor de dgua em torno de 8%.

Com base nas estimativas dos efeitos reciprocos obtidas no experimento
do capitulo 3, foram selecionadas sementes provenientes dos cruzamentos 7/5,
9/6, 8/6, 3/8, 11/1, 4/8, 8/4, 4/10, 1/7, 2/7, 1/9 e respectivos reciprocos. Essas
combinacdes apresentaram efeito reciproco bastante significativo.

As andlises foram realizadas nos Laboratérios de Analise de Sementes,
de Técnicas Moleculares e Patologia de Sementes da UFLA e no Laboratério de

Fitopatologia da Universidade de Brasilia, UnB.

4.1 Teste de germinacao

O teste de germinacgdo foi conduzido com 50 sementes por repeticdo, que
foram semeadas entre papel toalha tipo Germitest umedecido com dgua destilada
na propor¢do de 2,5 mL:1 g de papel. As sementes permaneceram no
germinador regulado para 25°C e as avaliagdes foram realizadas segundo

recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992).

4.2 Avaliacoes bioquimicas

Foram realizados pré-testes para definir a metodologia de extracdo da
enzima O-amilase. Para isso, sementes de milho foram germinadas por setenta
horas. A partir desse periodo foram utilizadas, para a extracdo da enzima,
somente a plimula, sementes germinadas e excluidas da plimula e raizes e

sementes germinadas com plimula e raizes.
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Foi avaliado ainda o nimero de sementes a ser utilizado na analise da
enzima o-amilase. Devido ao nuimero limitado de sementes, foram utilizadas

nove e vinte e cinco sementes para cada tratamento.

4.2.1 Analise eletroforética da enzima o-amilase

Com base nos resultados dos pré-testes, nove sementes de cada
tratamento foram germinadas por um periodo de 70 horas (Rood & Larsen,
1988) para a extracdo da enzima o-amilase. Decorrido esse periodo, a plimula e
raizes das sementes foram descartadas e o restante foi triturado em mortar sobre
gelo, na presenca de N-liquido. Para a extracdo da enzima, 200 mg do pé das
sementes germinadas foram ressuspendidos em 600 ul do tampao de extragdo
(Tris-HCL 0,2 M, pH 8,0 + 0,4% de PVP)) e estas amostras permaneceram em
geladeira (£5°C), incubadas no gelo por um periodo de aproximadamente 12
horas. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 16000 x g por 60
minutos a 4°C. Quarenta microlitros do sobrenadante de cada tratamento foram
aplicados em géis de poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel
separador contendo 5% de amido soldvel) e a corrida eletroforética foi realizada
a 75 V, durante uma hora, no gel concentrador, e a 150V, por 3:30 horas, no
separador, utilizando-se, para o sistema tampao gel eletrodo, uma solucdo de
Tris-glicina pH 8,9. A revelagdo para deteccdo da atividade da enzima foi

conduzida segundo metodologia descrita por Alfenas et al. (1991).

4.2.2 Proteinas resistentes ao calor

Sementes correspondentes a cada tratamento foram embebidas durante

cinco horas, para a extracdo dos eixos embriondrios, os quais foram colocados

em microtubos e mantidos a -86°C. No momento da extracdo das proteinas, 11
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eixos embriondrios, previamente pesados, foram moidos em mortar sobre gelo,
na presenga de solucdo tampao (50 mM Tris-HCL-7,5; 500 mM NaCl; 5 mM
MgCl2; 1mM PMSF) na proporcdo de 1:10 (peso do material: volume do
tampao de extracdo) e transferidos para microtubos de capacidade de 1500 puL.
O homogeneizado foi centrifugado a 16000 x g por 30 minutos, a 4°C, e o
sobrenadante foi incubado em banho-Maria a 85°C por 15 minutos e novamente
centrifugado como citado acima. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o
pellet, descartado. Antes da aplicacdo no gel, os tubos de amostras contendo
70uL de extrato + 40uL de solug@o tampao da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46
g de SDS; 20 mg de azul de Bromofenol e completado o volume para 20 mL de
tampdo de extragdo Tris pH7,5) foram colocados em banho-maria com dgua em
ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicados 50 uL. do extrato + tampao da amostra
por canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6%
(gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 150 V, os géis,
corados em Coomassie Blue a 0,05% conforme Alfenas et al. (1991), durante 12
horas, e descorados em solucdo de dcido acético 10%. A razdo da utilizacdo dos
eixos embriondrios ao invés do embrido inteiro foi aumentar a concentracio

dessas proteinas, melhorando a qualidade do gel, ap6s revelagao.

4.3 Avaliacio fisica do pericarpo das sementes

Para a avaliacio fisica do pericarpo das sementes foram realizados cortes
longitudinais nas sementes, rente ao embrido, em micrétomo modelo Microm
HM 505 E. Secdes de 20um de espessura foram realizadas sob a temperatura de
-20°C, e o corante utilizado para a confeccdo das laminas foi o lacto azul
algoddo. Por meio de um microscépio estereoscopio modelo Nikon Fx-35A,
adaptado com uma camara fotogréfica, foi obtida a imagem do pericarpo das

sementes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo representados os géis revelados para a enzima O-
amilase nos pré-testes. A atividade dessa enzima pode ser evidenciada pelas
bandas acrométicas em fundo azulado devido a rea¢do do iodo com a amilase,
tratando-se de uma revelacdo negativa. Desta forma, o amido foi hidrolisado
nos locais em que a enzima estava presente.

Na canaleta 1 (cl) estd representado o padrio da enzima contendo
somente a plimula, na canaleta 2 (c2) estdo as sementes germinadas e excluidas
da plumula e raizes e na canaleta 3 (c3), as sementes germinadas com plimula e
raizes.

Uma melhor atividade da enzima foi observada em sementes germinadas
e excluidas da plimula e raizes, evidenciando que a enzima concentra-se na
camada de aleurona e endosperma.

Quanto ao nimero de sementes observa-se, na Figura 1 a direita, que
apesar de a intensidade da banda que utiliza 25 sementes (25s) ser maior do que
a de 9 sementes (9s) para o mesmo hibrido, houve uma mesma tendéncia entre
materiais quanto a atividade da enzima.

Os padrdes eletroforéticos da enzima o-amilase das sementes das
linhagens produzidas na safra 1999/00 e submetidas a secagem artificial e
natural estdo representados nas Figuras 2 e 3. Comparando a atividade
enzimdtica das sementes apds secagem artificial verifica-se, de modo geral,
maior intensidade de bandas nas sementes das linhagens de 1 a 6 classificadas
como tolerantes (Figura 2), quando comparada com as das sementes intolerantes
das linhagens de 7 a 12 (Figura 3). O calor excessivo pode provocar, entre outras
alteracdes, a desnaturacdo de enzimas. Em sementes das linhagens classificadas

como intolerantes, menor atividade enzimadtica pode ter influenciado nos valores
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113 11/3 11/3 5/8 5/8 8/5 8/5 9/5 9/5 8/3 8/3 3/8 3/8

FIGURA 1 - Padroes isoenzimdaticos de sementes hibridas de milho produzidas
na safra 2000/01, revelados para a ai-amilase. Numerais abaixo da
figura representam os hibridos; c1, c2 e ¢3: canaletas 1, 2 e 3; s: n°
de sementes. UFLA, Lavras - MG, 2003.

6t 6s 1t Is 2t 2s 3t 3s 4t 4s 5t S5s

FIGURA 2 - Padrio eletroforético da enzima o-amilase de sementes de
linhagens de milho produzidas na safra 1999/00 e tolerantes a
alta temperatura de secagem. s: apds secagem artificial; t:
testemunha, sementes secadas a sombra. UFLA, Lavras — MG,
2003.
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FIGURA 3 - Padrio eletroforético da enzima o-amilase de sementes de
linhagens de milho produzidas na safra 1999/00 e intolerantes a
alta temperatura de secagem. s: apds secagem artificial; t:
testemunha, sementes secadas a sombra. UFLA, Lavras — MG,
2003.

de germinacdo das sementes apds secagem a alta temperatura, os quais foram
inferiores quando comparados aos observados para as sementes de genétipos
tolerantes, safra 1999/00 (Tabela 1). Desse modo, a secagem das sementes a
temperatura de 45°C parece ter provocado alteracdes mais drasticas no
metabolismo relacionado a sintese da enzima o-amilase das sementes das
linhagens intolerantes.

Segundo Herter & Burris (1989), danos térmicos as sementes sdo
caracterizados pela ruptura de ligagdes peptidicas de proteinas e outros
componentes celulares, sendo que o inicio do efeito deletério, durante secagem a
alta temperatura, coincidiu com o inicio da secagem do embrido. Rosa (2000)
constatou que sementes de milho secadas em espigas a 50°C, embora tenham
sofrido redugdo do teor de dgua até proximo de 12%, ndo apresentaram a mesma
atividade enzimatica daquelas que ja haviam adquirido tolerdncia a alta
temperatura de secagem. Para a mesma autora, sementes de milho colhidas com
alto teor de 4gua devem ser secadas até um teor de dgua de 24-25% para que

ocorra a sintese da «-amilase, permitindo, assim, o inicio do processo
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TABELA 1 - Valores médios de germinacdo (%) de sementes de milho
produzidas nas safras 1999/00 e 2000/01 e submetidas a
secagem artificial e secagem a sombra. UFLA, Lavras — MG,

2003.
Linhagens Safra 1999/00 Safra 2000/01
Artificial Natural Artificial Natural
1 95 76 8 92
2 100 96 12 83
3 99 98 63 83
4 99 99 49 91
5 99 99 82 88
6 99 100 30 96
7 66 92 16 91
8 59 98 4 -
9 55 97 - 99
10 57 99 78 86
11 56 100 60 90
12 11 97 3 96

" Germinagio realizada ap6s 16 meses de armazenamento.

germinativo apds a reidratacdo. Nessa pesquisa, as sementes foram secadas até
um teor de dgua de 11%, suficiente para sensibilizar a camada de aleurona ao
horménio GAjs e ativar a sintese da a-amilase.

Para as linhagens consideradas tolerantes a alta temperatura de secagem
(Figura 2), praticamente ndao houve diferencas na atividade da enzima nas
sementes secadas a sombra e artificialmente, o que ji ndo ocorreu para as
linhagens nao tolerantes (Figura 3), para as quais maior intensidade de banda, ou
seja, maior atividade foi verificada para as sementes da testemunha. Os danos
ocasionados pela alta temperatura de secagem nas sementes das linhagens
intolerantes podem ter afetado a solubilidade das enzimas, reduzindo sua
atividade, como mencionado por Wall et al. (1975), citados por Peplinski et al.
(1994). Provavelmente isso ndo ocorreu nas sementes tolerantes porque estas

apresentam algum mecanismo de prote¢do contra os danos causados por uma
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répida perda de dgua. Importantes mudancas morfolégicas na prevencdo de
injirias causadas por alta temperatura de secagem foram constatadas por
Perdomo & Burris (1998). Os autores observaram a migracdo dos corpos
lipidicos para a parede celular das células meristemadticas da raiz e a formagao
dos corpos protéicos dentro dos vactolos durante o pré-condicionamento de
sementes de milho. Essas mudangas foram mais evidentes nos tratamentos que
permitiram uma maior taxa de secagem. Mudangas metabdlicas e bioquimicas
também foram verificadas. Elevada atividade da enzima a-amilase foi observada
nas sementes pré-condicionadas a 35°C e a 90% de umidade relativa, sendo que
nesse tratamento foi observado degradacdo de grdos de amido na base do
escutelo, adjacente ao meristema radicular. As taxas respiratorias foram
significativamente maiores em sementes cujos tratamentos de pré-
condicionamento envolveram a temperatura de 35°C do que a de 20°C.

Nas Figuras 4 e 5 estdo apresentados os padrdes observados para a
enzima O-amilase em sementes de alguns hibridos F,’s para os quais o efeito
reciproco foi bastante significativo nos testes de germinagao. A designacdo 1/11,
por exemplo, refere-se a linhagem 1 como genitor masculino e a linhagem 11,
como feminino. Na Figura 6 estdo representados os perfis isoenzimdticos das 12
linhagens utilizadas no dialelo parcial.

Tem sido relatada a expressdo da heterose na qualidade das sementes
(Gomes et al. 2000), bem como ligacdo entre as giberelinas e a heterose no
controle da sintese da «-amilase e subsequente hidrélise das reservas em
sementes de milho (Paleg, 1965). No entanto, na presente pesquisa foram
verificadas diferencgas na atividade da enzima amilase entre as sementes hibridas
e as do respectivo reciproco (Figuras 4 e 5). Isso sugere que existem outros
fatores além de genes nucleares que estdo afetando o comportamento dessas

sementes hibridas com relag@o a atividade dessa enzima, uma vez que o genoma
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8/6 6/8 3/8 8/3

FIGURA 4 - Padrio eletroforético da enzima o-amilase de sementes hibridas

de milho e seus reciprocos, produzidas na safra 2000/01 e
submetidas a alta temperatura de secagem. UFLA, Lavras — MG,
2003.

11/1 1/11 4/8 8/4 4/10 10/4 1/7 7/1 2/7 7772

1/9 9/1

FIGURA 5 — Padrio eletroforético da enzima o-amilase de sementes hibridas

de milho e seus reciprocos, produzidas na safra 2000/01 e
submetidas a alta temperatura de secagem. UFLA, Lavras — MG,
2003.
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nuclear € o mesmo para os hibridos e seus respectivos reciprocos. Lopes &
Lakins (1993) comentaram que apds a polinizacdo ocorre um aumento na
quantidade de DNA do endosperma como estratégia para aumentar os produtos
resultantes da expressdo dos genes envolvidos na biossintese de enzimas. Essa
quantidade, segundo os autores, € varidvel em funcdo da linhagem avaliada.

Para as combinacdes originadas de pais bem contrastantes, para a
intensidade da banda da enzima o-amilase, geralmente foi observado padrdo
semelhante ao do parental feminino, como observado nas combinacdes
envolvendo as linhagens 6 com 9; 3 com 8; 4 com 10; 2 com 7 ¢ 1 com 9
(Figuras 4, 5 e 6). O zigoto que dard origem ao hibrido possue 50% da
informacdo dos cromossomas de origem paterna e 50% de origem materna. J4
no endosperma, 66,6% dos cromossomas sdo de origem materna e 33,3%,
paterna (Veit et al., 1993). No entanto, Groszmann & Sprague (1948),
comparando a taxa de crescimento das diferentes partes de sementes de milho,
constataram que a heterose ndo pode ser atribuida ao balango do conjunto
cromossdmico proveniente do genitor feminino e masculino, mas sim a acdo de
genes especificos.

Sabe-se que a camada de aleurona é um tecido digestivo, especializado
na secrecdo de enzimas mobilizadoras de reserva do endosperma, incluindo a o-
amilase, e sua atividade inicia na presenca de 4cido giberélico, secretado pelo
embrido durante a germinacido (McCarty & Carsa, 1991). Segundo Golovina et
al. (2000), as células da camada de aleurona sdo tolerantes a dessecagdo sob
condic¢des de secagem lenta ou durante diferenciacdo das células do endosperma
em células da camada de aleurona. Na presente pesquisa, as sementes que foram
secadas a sombra, caracterizando portanto uma secagem lenta, apresentaram
valores elevados de germinagdo. Isso demonstra que as diferencas observadas
quanto a susceptibilidade aos danos por secagem a alta temperatura foi

dependente da linhagem em questao.
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FIGURA 6 — Padrido eletroforético da enzima «-amilase de sementes de
linhagens de milho produzidas na safra 2000/01 e submetidas a
alta temperatura de secagem. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Os danos causados pela alta temperatura de secagem as sementes
parecem ter afetado a sintese da o-amilase, uma vez que sementes hibridas com
baixa atividade enzimadtica, a exemplo do 5/7, 9/6, 8/6, 3/8, 1/11, 8/4, 10/4, 1/7,
2/7 e 9/1 (Figuras 4 e 5), também apresentaram baixos valores de germinacio
(Tabela 2). Ramos & Carneiro (1991) observaram decréscimo na quantidade de
amido, principal componente das sementes de pinheiro, com o aumento do
tempo de envelhecimento. A diminuicdo da qualidade dessas sementes foi
associada a vdrias alteracdes bioquimicas, como o catabolismo das reservas
armazenadas e mudancgas na atividade da enzima o-amilase.

No entanto, alteracdes no conteido de carboidratos, provocadas pela
condi¢do extremamente estressante de uma secagem rdpida, também podem ter
ocorrido, provocando uma respiracdo mais intensa, reduzindo, assim, a
quantidade de amido. Seyedin et al. (1984) afirmaram que temperaturas elevadas
de secagem podem causar hidrélise do amido no eixo embriondrio de sementes

de milho. Tanto a instabilidade térmica do complexo enzimético da respiracdo
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como uma limitacdo na quantidade de substrato disponivel no citoplasma podem
prejudicar, segundo Madden & Burris (1995), a atividade respiratéria durante os

estdgios iniciais da germinagdo.

TABELA 2. Valores médios de germinac¢do de sementes hibridas de milho
submetidas a secagem artificial. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Hibridos Germinacao (%)
7/5 90
5/7 68
9/6 40
6/9 95
8/6 13
6/8 82
3/8 1
8/3 90
11/1 60
1/11 0
4/8 96
8/4 59

4/10 92
10/4 45
177 40
1 92
2/7 33
7/2 86
1/9 97
9/1 -
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Os padrdes da enzima a-amilase das sementes das linhagens produzidas
na safra 2000/01 se encontram na Figura 6. Observa-se maior atividade da
mesma para as linhagens 9, 10, 3 e 5, que coincidentemente apresentaram uma
maior porcentagem de germinacdo (Tabela 1). As demais linhagens foram mais
sensiveis a secagem a alta temperatura, como pode ser observado pela menor
intensidade de banda da enzima, refletindo na capacidade germinativa das
mesmas. Peplinsk et al. (1994) observaram perda das proteinas classificadas
como albuminas, nas quais se encontra a O-amilase, com o aumento da
temperatura de secagem de sementes de milho. No entanto, nenhuma mudanca
no gel de prolaminas, que sdo proteinas de reservas, como a zeina em milho, foi
constatada, sugerindo que essas proteinas podem ndo ser tdo facilmente
desnaturadas como as albuminas.

Baixa atividade da enzima o-amilase foi observada em sementes da
linhagem 9 na safra 1999/00 (Figura 3) apds secagem; na safra 2000/01 (Figura
6), a atividade foi mais elevada, demonstrando que a tolerancia das sementes a
alta temperatura de secagem pode estar relacionada a sintese de «-amilase,
sendo influenciada pelo ambiente no qual as sementes foram produzidas.

Os padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor das sementes
das linhagens produzidas na safra 1999/00 e submetidas a secagem artificial e
natural estdo representadas nas Figuras 7 e 8. Observa-se grande acimulo das
proteinas resistentes ao calor nos eixos embriondrios de sementes de milho no
estado seco. Verifica-se ainda, para cada linhagem (Figuras 7 e 8), estabilidade
nos padrées de banda das proteinas consideradas robustas nas sementes
submetidas a secagem artificial e natural, mesmo naquelas em que houve
grandes variagcdes nos valores de germinagdo, a exemplo das linhagens 7 a 12,
classificadas como ndo tolerantes na safra 1999/00 (Figura 8, Tabela 1). Isso

sugere que o método de secagem ndo induziu mudangas no padrdo protéico
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dessas proteinas. Burris et al. (1997) verificaram que a proteina com peso
molecular de 66 kDa da fracdo das proteinas resistentes ao calor foi induzida

pela secagem, sendo em menor porcentagem em sementes submetidas a secagem

rdpida, as quais também apresentaram baixos valores de germinacao.
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FIGURA 7 - Padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor de

sementes de linhagens de milho produzidas na safra 1999/00 e
tolerantes a alta temperatura de secagem. s: apds secagem

artificial; t: testemunha, sementes secadas a sombra. P: padrio
protéico. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Foi possivel observar ainda uma concentracdo das fracdes protéicas de
peso molecular entre 18,5 e 44,1 kDa nas linhagem classificadas como tolerantes
(Figura 7). Blackman et al. (1991) verificaram a presenca de um conjunto de
sete proteinas estdveis ao calor nas sementes tolerantes a dessecacdo, sendo trés
proteinas de aproximadamente 70, 64 e 25,5 kDa, e quatro com pesos variando
de 32 a 40 kDa. No entanto, pelas Figuras 7 e 8 ndo foi possivel determinar uma

banda especifica da fracdo das proteinas resistentes ao calor que possa servir
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como marcador de tolerdncia a alta temperatura de secagem. Essas proteinas
foram acumuladas em sementes das linhagens durante o processo de maturagio,
porém o desenvolvimento da tolerdncia a alta temperatura de secagem nao se
correlacionou com esse acimulo. De acordo com Blackman et al. (1991), a
habilidade ou falta de algum fator para expressar LEA’s ou proteinas
semelhantes, as deidrinas, por si sé ndo pode ser tomada como um indicativo de
que as sementes de uma espécie em particular pode ou ndo resistir a

desidratacao.
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FIGURA 8 - Padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor de
sementes de linhagens de milho produzidas na safra 1999/00 e
intolerantes a alta temperatura de secagem. s: apls secagem
artificial; t: testemunha, sementes secadas a sombra. P: padrao
protéico. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Nas Figuras 9 e 10 estdo representados os padrdes das proteinas
resistentes ao calor dos reciprocos mais significativos e na Figura 11, os padrdes

protéicos das linhagens.
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Embora tenham sido constatadas grandes diferencas quanto a qualidade
fisiol6gica entre as sementes hibridas e de seus respectivos reciprocos, 0 mesmo
nao foi verificado para os padrdes protéicos das proteinas resistentes ao calor.
Kollipara et al. (2002) observaram uma expressdao diferenciada de genes
envolvidos na degradacdo protéica, tais como proteases e proteinas associadas a
mobilizacdo de proteinas para os proteosomas, bem como no perfil protéico da
globulina para os reciprocos divergentes para tolerincia a dessecacdo em

embrides de sementes de milho.
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FIGURA 9 - Padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor de
sementes hibridas de milho e seus reciprocos, produzidas na
safra 2000/01 e submetidas a secagem artificial a alta
temperatura. P: padrio protéico. UFLA, Lavras — MG, 2003.
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FIGURA 10 - Padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor de
sementes hibridas de milho e seus reciprocos, produzidas na
safra 2000/01 e submetidas a secagem artificial a alta
temperatura. P: padrio protéico. UFLA, Lavras — MG, 2003.

O fato de os padrdes das fragdes protéicas das proteinas resistentes ao
calor ndo terem se alterado entre os hibridos e reciprocos confirma que a
expressdo dessas proteinas é controlada por genes presentes no niicleo. Por meio
dos padroes eletroforéticos dessas proteinas extraidas de eixos embriondrios, foi
possivel observar a distingdo das linhagens de seu respectivo hibrido. Assim,
pode-se visualizar na Figura 10 que a combinacdo 5 e 7 contém bandas
provenientes da linhagem 5 e 7 (Figura 11), estendendo o mesmo raciocinio para
os demais cruzamentos. A expressdo da heterose foi constatada por Cross &
Adams (1983) para as globulinas e por Imolesi et al. (2001) para a enzima

esterase, em sementes de milho.

127



Virios mecanismos t€m sido associados com a manutencio da tolerancia
a dessecacido, conferindo protecdo contra as conseqiiéncias da perda de dgua. A
presenca dessas proteinas por si s6 ndo parece ser responsdvel pela tolerincia a
alta temperatura de secagem, e outros fatores devem estar influenciando nessa

caracteristica.
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FIGURA 11 - Padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor de
sementes de linhagens de milho produzidas na safra 2000/01 e
submetidas a secagem artificial a alta temperatura. P: padrio
protéico. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Quanto ao aspecto anatdomico, as imagens dos pericarpos de sementes de
alguns hibridos e reciprocos, bem como dos respectivos parentais, se encontram
ilustradas nas Figuras de 12 a 18.

A direita da Figura 12 encontra-se a estrutura do pericarpo da semente

N

do hibrido 1/11 e a esquerda, a do seu reciproco, 11/1. Observa-se que a
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espessura do pericarpo nao variou muito entre eles; no entanto, a estrutura do
pericarpo do hibrido 1/11 é bem mais homogénea, apresentando células mais
compactadas do que a de seu reciproco. Isso pode ter dificultado a perda de dgua
das sementes, afetando negativamente a qualidade fisiolégica das sementes do
hibrido 1/11. A espessura e permeabilidade do pericarpo tém sido associados
com a velocidade de secagem de sementes de milho, em fun¢@o das diferencas
existentes na absorcdo e perda de dgua pelas mesmas (Purdy & Crane, 1967).
Esses autores verificaram que o pericarpo das sementes que apresentaram taxa

de secagem mais lenta era mais espesso e denso, € uma maior permeabilidade

dos mesmos foi associada com a secagem mais rapida.

FIGURA 12 - Pericarpo da semente do hibrido 1/11 (a esquerda) e de seu
reciproco 11/1 (a direita), produzidos na safra 2000/01.
Magnitude 10x. Lavras — MG, 2003.

Essa variacdo na estrutura do pericarpo das sementes entre hibridos e
reciprocos pode ser detectada nos demais cruzamentos, como o 1/7, 2/7 e 3/8
(Figuras 13, 14 e 15), os quais também apresentaram maior susceptibilidade aos
danos por alta temperatura de secagem. Comparados aos pericarpos das
sementes hibridas de seus reciprocos, observa-se uma estrutura bastante
diferenciada desses. As células que constituem seus pericarpos sdo bem mais

compactadas, fechadas, pouco vacuoladas, dificultando a perda de dgua pelas
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FIGURA 13 - Pericarpo do hibrido 1/7 (a esquerda) e de seu reciproco 7/1(
magnitude 10x, a direita) produzidos na safra 2000/01. UFLA,
Lavras — MG, 2003.

FIGURA 14 - Pericarpo do hibrido 2/7 (a esquerda) e de seu reciproco 7/2 (a
direita), produzidos na safra 2000/01. Magnitude 4x. UFLA,
Lavras — MG, 2003.
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FIGURA 15 — Pericarpo do hibrido 3/8 (a esquerda) e de seu reciproco 8/3 (a
direita), produzidos na safra 2000/01. Magnitude 10x. UFLA,
Lavras — MG, 2003.

sementes. Tracy & Galinat (1987), observaram que a espessura e densidade das
paredes das células no pericarpo podem afetar o grau de compactagcdo, sendo
varidvel entre os fendtipos de milho estudados.

De acordo com Navratil & Burris (1984), sementes de linhagens de
milho que apresentaram taxa de secagem elevada, foram mais tolerantes aos
danos por secagem, devido a exposi¢cdo das mesmas, com conteido de dgua
elevado a altas temperaturas, por periodos mais curtos. Na presente pesquisa, a
estrutura mais compactada das células do pericarpo das sementes dos hibridos
1/7, 2/7, 3/8 e 1/11 pode ter dificultado a dissipacdo da dgua das sementes,
contribuindo para uma baixa qualidade fisiolégica dessas sementes apOs
secagem a alta temperatura.

Sabe-se que as diferentes partes das sementes de milho diferem na sua
origem, sendo 2n, o nimero cromossdmico do pericarpo, igual ao do parental
feminino (Groszmann & Sprague, 1948). No cruzamento 1/11, por exemplo, vé-
se que a espessura do pericarpo é menor que a da linhagem 11, seu parental

feminino. No entanto, quando se compara a estrutura do pericarpo, percebe-se
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FIGURA 16 - Pericarpo da linhagem 1 de sementes de milho, produzidas na
safra 2000/01. Manitude10x. UFLA, Lavras — MG, 2003.

FIGURA 17 - Pericarpo da linhagem 11 de sementes de milho, produzidas na
safra 2000/01. Magnitude 10x. UFLA, Lavras — MG, 2003.
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FIGURA 18 - Pericarpo da linhagem 7 de sementes de milho, produzidas na
safra 2000/01. UFLA, Lavras — MG, 2003.

grande semelhancga do hibrido com seu parental feminino. O mesmo pode ser
observado para o pericarpo das sementes hibridas 11/1 e 7/1 (Figuras 12 e 13).
Maior semelhanga se verifica para o pericarpo da linhagem 1 (Figura 16),
parental feminino para ambos, que apresenta um pericarpo menos homogéneo,
constituido por células menos densas e compactadas na sua periferia. Nas
Figuras 17 e 18 estdo representadas as estruturas do pericarpo das linhagens 11 e
7, parentais masculinos dos hibridos 11/1 e 7/1, respectivamente.

Haddad (1931), citado por Tracy & Galinat (1987), demonstrou que o
pericarpo de sementes de linhagens de milho e de seus hibridos apresentaram, na
maturidade, o mesmo numero de camadas de células, mas diferiram na
espessura. Em sementes de milho doce, Cardoso (2001) verificou que os
hibridos que apresentavam menor espessura do pericarpo eram provenientes de
genitores femininos que apresentavam tal fenétipo.

Diferencas no crescimento do grao entre hibridos e reciprocos de milho
foram observadas por Bagnara & Daynard (1983). Os autores verificaram que a

influéncia do parental masculino e feminino foi muito similar para todos os trés
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componentes do grdo, ou seja, endosperma, embrido e pericarpo, mesmo
apresentando uma composi¢do gendmica diferente, sugerindo a influéncia da
heranca citoplasmética. Embora o pericarpo seja um tecido de origem materna,
Bagnara & Daynard (1983) constataram a influéncia do parental masculino
sobre o crescimento do pericarpo logo apds polinizagdo, e o argumento dos
autores foi que algum estimulo hormonal do embrido, do endosperma ou do grao
de pdlen, tenha ocasionado tal fato.

Pela andlise fisica foi possivel observar algumas diferencas na estrutura
do pericarpo das sementes que podem influenciar na tolerincia das sementes de
determinados genétipos a alta temperatura de secagem. Embora ndo tenha sido
determinada nesta pesquisa a taxa de perda de 4gua das sementes, uma estrutura
menos densa do pericarpo, formado por células menos compactadas, parece ter
refletido positivamente sobre a qualidade fisiolégica das sementes para os
diferentes hibridos.

E importante mencionar que o aspecto fisico do pericarpo é um dos
fatores que podem estar afetando a tolerdncia a alta temperatura de secagem.
Como mencionado por Leprince et al (1993), nenhum mecanismo por si s6 é
responsdvel por essa tolerdncia, sendo cada componente igualmente critico,
atuando em sinergismo. E apesar de serem determinados geneticamente, a
presenca desses mecanismos pode ser intensificada, ou reduzida, de acordo com
a taxa de secagem da semente ou com o meio ambiente no qual a semente foi

desenvolvida.
6 CONCLUSOES
Os perfis isoenzimdticos para a o-amilase revelam uma maior

intensidade de banda para as sementes das linhagens e de hibridos tolerantes a

alta temperatura de secagem.
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Uma maior concentragdo de fracdes de proteinas resistentes ao calor, de
peso molecular entre 18,5 e 44,1 kDa, ¢ verificada nas sementes das linhagens
classificadas como tolerantes a alta temperatura de secagem.

Os padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor s@o
semelhantes entre sementes dos hibridos e do reciproco.

Sementes de linhagens e hibridos que apresentam estrutura do pericarpo
mais densa, formada por células mais compactadas, sdo mais sensiveis a alta

temperatura de secagem.
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TABELA 1A - Anilise de variancia dos dados obtidos do teste de germinagao
(TG); primeira contagem do teste de germinagdo (1°C);
envelhecimento acelerado (EA); teste de frio (TF) e
condutividade elétrica (CE) de sementes de linhagens de milho
secadas artificialmente. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Quadrados Médios
F.V GL TG' 12! EA' TF' CE
Linhagens 30 0.2556**%  0.2633%* 0.5371%% 0.3167**% 249.7707**
Erro 93 0.0042 0.0051  0.0073  0.0063  3.8819
CV (%) 5.84 9.16 10.80 8.35 7.93
Média geral 1.11 0.78 0.79 0.95 24.85

' Dados transformados em arco — seno v/ X /100
** Teste F significativo a 1% de probabilidade
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TABELA 2A - Andlise de varidncia conjunta para o teste de germinacdo, teste frio e envelhecimento acelerado de
linhagens de milho produzidas nas safras 1999/00 e 2000/01 e submetidas a secagem artificial. UFLA,

Lavras — MG, 2003.

F.V. QM'

G.L. TG TF EA
Safra (S) 1 32400.110" 38560.167" 29856.760"
Linhagens (L) 11 4053.290" 3535.227" 3186.601"
SxL 11 2783.739" 4624.439" 8316.442"
Erro 69 31.299 30.867 18.758
Média geral (%) 56.28 43.63 37.68

} Analise de variancia realizada com os totais dos dados.
~ Teste F significativo a 1% de probabilidade.



TABELA 3A - Anilise de varidncia dos dados obtidos da primeira contagem (1*°C) e contagem final do teste de
germinacdo (TG), teste frio (TF), envelhecimento acelerado (EA) e teste de condutividade elétrica (CE)
de um dialelo parcial, incluindo genitores, hibridos F,’s e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2003.

13C! TG TF

F.V. G.L. S.Q. Q.M. G.L. S.Q. Q.M. G.L. S.Q. Q.M.
BLOCOS 3 28.055 9.352" 3 455.020 151.673" 3 676.970 225.657"
TRATAMENTOS 70 1751.435 25.021" 70 208774.220 2982.489" 77  219730.570 2853.644"
Genitores (G) 332.542 36986.510 40011.330
Grupo 1 (G1) 5 154.817 30.963" 5 17127.000  3425.400" 7305330 1461.066"
Grupo 2 (G2) 4 173.947 43.487" 4 19123.000  4780.750" 31119.000  6223.800"
Gl vs G2 1 3.777 3777 1 736.510 736.510" 1587.000  1587.000°
Cruzamentos (C) 1161.741 149099.850 173280.110
CGC 1 111.815 22.363" 12677310  2535.462" 17071.680  3414.336"
CGC2 5 152.508 30.502" 24678.440  4935.688" 32909.840  6581.968"
CEC 19 292.004 15369 19 40961.690 2155878 22 41362.200 1880.100"
Reciprocos 30 618.655 20.622" 30 74704.810  2490.1607 33 86656.060 2625.941"
GvsC 1 257.152 257.152% 1 22687.860  22687.860 1 6439.130  6439.130"
ERRO 210 102.257 0.487 210 9301.35 44.292 231 11489.9 49.740
Média 5.74 57.56 34.24

Dados transformados em raiz de x

"¢ " Tese F significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; ™ ndo significativo a 5% de probabilidade.

“..Continua...”



‘TABELA 3A, Cont.”

EA CE®
F.V. G.L. S.Q. Q.M. G.L S.Q. Q.M.

BLOCOS 3 146.830 48.943™ 3 0.0374 0.0125"
TRATAMENTOS 83 278046.520 3349.958" 68 4.1603 0.0612"
Genitores (G) 50412.580 0.6836
Grupo 1 (G1) 1322.830 264.566" 5 0.3802 0.0760"
Grupo 2 (G2) 40821.000 8164.200" 4 0.3014 0.0753"
G1vs G2 8268.750 8268.750" 0.0020 0.0020™
Cruzamentos (C) 223395.600 3.3943
CGC 1 28483.340 5696.668" 0.5560 0.1112"
CGC2 40389.530 8077.906" 0.8231 0.1656"
CEC 25 49383.73 1975.349™ 18 0.4168 0.0231"
Reciprocos 36 105138.970 2920.527"" 29 1.4526 0.0501""
GvsC 1 4238.340 4238.340" 1 0.0824 0.0824™
ERRO 249 5896.11 23.679 204 0.1975 0.00097
Média 28.74 1.56

2 Dados transformados em LOG x

* Teste F significativo a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo a 5% de probabilidade.



TABELA 4A - Analise de varidncia dos dados obtidos do teste de germinacido (TG); primeira contagem do teste de

germinacgdo (1°C); envelhecimento acelerado (EA); teste frio (TF) e condutividade elétrica (CE) de
sementes de linhagens, de hibridos F;’s e reciprocos de milho, secadas artificialmente. UFLA, Lavras—

MG, 2003.
oM’ QM QM QM QM*
F.v GL 13C GL TG GL TF GL EA GL CE
Blocos 3 52069 3 110.5692™ 3 258.0082" 3 48.8425™° 3 0.0132"
Tratamentos 76 26.0942" 76  3267.2058" 80 282331407 83  3350.1206° 75 0.0619™
Erro 228 0.5206 228 42.8581 240 50.9452 249 23.6470 225 0.0009
Média 5.48 56.84 34.39 28.74 1.55

'dados transformados em \/;

zldados transformados em log x
" Teste F significativo a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo a 5% de probabilidade.



TABELA 1B - Valores médios das temperaturas maximas (Tx), minimas (Tn), e
médias (Tm), da umidade relativa (UR), da precipitacdo total
(Pt) e da insolacdo (I) dos meses correspondentes ao periodo de
desenvolvimento da cultura na safra 1999/00. UFLA, Lavras —

MG, 2003.
Meses Tx(°C) Tn(°C) Tm (°C) UR (%) Pt(mm) I (horas)
Novembro 26.6 15.5 20.3 71 143.9 6.1
Dezembro 27.4 17.5 21.8 76 367.7 59
Janeiro 28.4 18.4 22.7 77 459.8 6.5
Fevereiro 28.4 18.1 22.3 78 156 5.9
marco 27.9 17.7 21.8 79 192.8 6.1

Fonte: Setor de Agrometeorologia do Departamento de Engenharia - UFLA.
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TABELA 2B - Valores didrios de umidade relativa e temperatura do ar
ambiente, correspondentes ao periodo de secagem das
sementes na safra 1999/00. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Dia UR max. UR min. T max. T min.
16/03 95 65 25 19
17/03 91 62 25 19
18/03 90 52 27 19
19/03 85 55 27 19
20/03 95 70 25 20
21/03 95 70 26 20
22/03 95 70 25 18
27/03 80 53 28 22
28/03 89 59 26 20
29/03 91 65 26 20
30/03 88 60 25 20
31/03 90 55 26 20
01/04 90 55 27 20
02/04 90 55 26 19
04/04 90 55 25 19
05/04 90 52 24 18
06/04 90 52 26 16
07/04 87 53 26 17
08/04 90 55 25 17

Médias 90.1 58.6 25.8 19.1
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TABELA 3B - Valores médios das temperaturas maximas (Tx), minimas (Tn), e
médias (Tm), da umidade relativa (UR), da precipitacao total (Pt)
e da insolacdo (I) dos meses correspondentes ao periodo de
desenvolvimento da cultura na safra 2000/01. UFLA, Lavras —

MG, 2003.
Meses Tx(°C) Tn(®C) Tm(C) UR (%) Pt(mm) I (horas)
Novembro 26.9 17.0 21.1 76 239.2 5.5
Dezembro 28.2 18.0 22.2 78 233.8 5.7
Janeiro 29.4 18.5 23.0 72 147.5 7.5
Fevereiro 31.0 18.4 24.5 69 46.8 8.4
Marco 28.1 17.9 22.6 75 146.4 6.6

Fonte: Setor de Agrometeorologia do Departamento de Engenharia - UFLA.
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TABELA 4B - Valores didrios de umidade relativa e temperatura do ar
ambiente, correspondentes ao periodo de secagem das
sementes na safra 2000/01. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Dia UR max. UR min. T max. T min.
05/03 90 60 27 20
06/03 90 60 27 20
07/03 85 55 28 21
08/03 85 56 28 21
09/03 87 77 23 21
10/03 95 74 24 20
11/03 95 60 27 19
14/03 75 55 29 20
15/03 82 40 29 21
16/03 79 45 29 20
17/03 75 43 29 21
18/03 70 40 29 21
19/03 80 46 29 21
20/03 78 55 25 21
21/03 80 46 24 20
22/03 79 50 29 21
23/03 75 45 29 21
24/03 75 49 29 21
25/03 75 50 30 21
26/03 73 46 30 21
27/03 87 60 27 20

Médias 81.4 53.0 27.6 20.6
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