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RESUMO

Os desafios enfrentados na inddstria sementeira de milho para garantir a producdo e a
comercializacdo de sementes com alta qualidade sdo muitos. Um deles é o escoamento das
sementes colhidas em espigas, dos campos de producdo até o processamento destas, sem perda
de qualidade. Sementes de milho, colhidas em espigas, estdo sujeitas a deterioracdo, em fungéo
de altos teores de agua, muitas vezes associados ao aumento da temperatura da massa de
sementes. No processo de deterioragdo hd mudancas, em carboidratos, lipidios, proteinas e
compostos antioxidantes, que influenciam a qualidade fisioldgica de sementes. Neste processo,
tem sido observada variabilidade genética para a tolerancia a deterioracdo das sementes. Assim,
ha necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de metodologias seguras para a sele¢do de
materiais genéticos quanto a tolerancia das sementes a deterioracdo nesta etapa do processo de
producdo. Nesta pesquisa foram propostas adequacdes do teste de deterioracdo controlada para
a fenotipagem de gendtipos de milho para a caracteristica de tolerancia das sementes a
deterioracdo, apos a colheita em espigas. Também foi avaliada a expressdo de proteinas em
sementes submetidas ou ndo a deterioracdo controlada. Para isso foram utilizados materiais
genéticos do programa de melhoramento de milho da UFLA e da Empresa Bayer, que
apresentassem variabilidade genética para esta caracteristica. Foram avaliadas as seguintes
variaveis do teste de deterioracdo controlada: teor de 4gua das sementes durante o processo de
deterioracdo (25% e 35%), secagem das sementes ap0s o processo de deterioracao (com ou sem
secagem), tempo de exposi¢cdo das sementes no processo de deterioracdo (48 e 72 horas) e a
desinfestacdo de sementes com hipoclorito de sédio 1%. Em parte do material genético foi
avaliada em sementes, a expressao das enzimas envolvidas no processo de respiracdo (Malato
Desidrogenase, Alcool Desidrogenase, Piruvato descarboxilase), das envolvidas nos sistemas
oxidativos (superoxido dismutase, catalase, peroxidase) e ainda, da esterase, alfa amilase e de
proteinas resistentes ao calor. Concluiu-se que por meio do teste de deterioracdo controlada,
em sementes com teor de dgua de 25%, acondicionadas por 48 horas a 42 °C, e sem
desinfestacdo com hipoclorito, foi possivel classificar os gendtipos de milho quanto a tolerancia
das sementes a deterioracdo, apds trés dias da semeadura. Houve menor expressao das enzimas
piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase, malato desidrogenase, superoxido dismutase,
catalase, peroxidase, esterase, alfa amilase e de proteinas resistentes ao calor, em sementes de
milho submetidas ao processo de deterioracdo controlada, expressdes estas, associadas a menor
qualidade fisiolégica em sementes deterioradas. Foi observada também, a influéncia do
genotipo sobre a expressao de algumas proteinas avaliadas nesta pesquisa.

Palavras-chave: Zea Mays; deterioracdo; metodologia; enzimas.



ABSTRACT

The challenges faced in the corn seeding industry to ensure the production and
commercialization of high-quality seeds are many. One of these challenges is the flow of seeds
collected from cobs, from the production fields to their processing, without loss of quality. Corn
seeds, harvested on the cob, are subject to deterioration due to high water content, often
associated with increased temperature of the seed mass. In the deterioration process there are
changes in carbohydrates, lipids, proteins and antioxidant compounds, which influence the
physiological quality of seeds. In this process, genetic variability has been observed for
tolerance to seed deterioration. Therefore, there is a need for research to develop safe
methodologies for the selection of genetic materials regarding seed tolerance to deterioration,
at this stage of the production process. In this research, adaptations of the controlled
deterioration test were proposed for the phenotyping of corn genotypes for the characteristic of
seed tolerance to deterioration, after harvesting on the cob. The expression of proteins in seeds
subjected or not to controlled deterioration was also evaluated. For this purpose, genetic
materials from the UFLA and Bayer Company corn breeding program were used, which
presented genetic variability for this characteristic. The following variables of the controlled
deterioration test were evaluated: water content of the seeds during the deterioration process
(25% and 35%), drying of the seeds after the deterioration process (with or without drying),
exposure time of the seeds in the deterioration process (48 and 72 hours) and seed disinfestation
with 1% sodium hypochlorite. In part of the genetic material, the expression of enzymes
involved in the respiration process (Malate Dehydrogenase, Alcohol Dehydrogenase, Pyruvate
decarboxylase), those involved in oxidative systems (superoxide dismutase, catalase,
peroxidase) and also esterase, was evaluated in seeds. alpha amylase and heat resistant proteins.
It was concluded that through the controlled deterioration test, on seeds with a water content of
25%, stored for 48 hours at 42°C, and without disinfestation with hypochlorite, it was possible
to classify the corn genotypes in terms of seed tolerance to deterioration, three days after
sowing. There was lower expression of the enzyme’s pyruvate decarboxylase, alcohol
dehydrogenase, malate dehydrogenase, superoxide dismutase, catalase, peroxidase, esterase,
alpha amylase and heat-resistant proteins in corn seeds subjected to the controlled deterioration
process, expressions associated with lower physiological quality in deteriorated seeds. The
influence of the genotype on the expression of some proteins evaluated in this research was also
observed.

Keywords: Zea Mays; deterioration; methodology; enzymes.



INDICADORES DE IMPACTOS

As sementes colhidas em espigas se apresentam com altos teores de agua e por isso estdo mais
propensas a deterioracdo nas condic¢des as quais sdo expostas apos a colheita, no transporte, até
que sejam processadas nas Usinas de Beneficiamento. Nesta pesquisa foram adaptadas
metodologias do teste de deterioragdo controlada para a selecdo de gen6tipos de milho quanto
a tolerancia a deterioracdo de sementes apds a colheita em espigas. Com os resultados obtidos
foi possivel avangar nos conhecimentos técnico- cientificos e no desenvolvimento de
tecnologias aplicaveis em processos de selecdo em programas de melhoramento de milho e em
programas de controle de qualidade interno em empresas produtoras de sementes. Estes
resultados impactam no aumento da producdo de sementes de milho de melhor qualidade
fisiologica e da produtividade de grdos em nivel de agricultor. Isso propicia a producdo de
grdos de forma mais sustentavel, com maior producdo em menor area, com beneficios diretos
para os agricultores, com aumento de renda. Isto impacta na melhoria da qualidade de vida dos
agricultores e da populacdo que se beneficia da cultura do milho, por meio do consumo de
produtos in natura ou industrializados. Por meio do exposto ficam caracterizados os impactos
sociais, tecnoldgicos, econdmicos e sociais da pesquisa desenvolvida.

IMPACT INDICATORS

Seeds harvested on the cob have a high water content and are therefore more prone to
deterioration in the conditions to which they are exposed after harvest, during transportation
and until they are processed in the processing plants. This research adapted methodologies from
the controlled deterioration test to select maize genotypes for their tolerance to seed
deterioration after harvesting into ears. With the results obtained, it was possible to advance
technical-scientific knowledge and the development of technologies applicable to selection
processes in maize breeding programs and internal quality control programs in seed production
companies. These results have had an impact on increasing the production of maize seeds of
better physiological quality and grain productivity at farmer level. This leads to more
sustainable grain production, with greater production in a smaller area, with direct benefits for
farmers and increased income. This has an impact on improving the quality of life of farmers
and the population that benefits from maize cultivation, through the consumption of fresh or
processed products. The above characterizes the social, technological, economic, and social
impacts of the research carried out.



2.2
2.3

2.1

2.2

2.3

2.4

24.1

2.4.2

2.4.3

244

2.4.5

2.4.6

2.4.7

SUMARIO

CAPITULO 1 INTRODUGAO GERAL ..ot 14
[N EEI0] 51610710 IR 14
REFERENCIAL TEORICO ..ottt 16
Consideracbes sobre a cultura e colheita de sementes de milho
............................................................................................................................... 16
Deterioragao €M SEMENTES.........ccueiierieiiece e ee e sre e eas 18

Teste de deterioracdo controlada para a fenotipagem dos genotipos de milho
quanto a toleréncia das sementes & deterioracao..........c.coceveerereeenesniesennnn. 20
REFERENCIAS........coiiiiieiieieis sttt 23
CAPITULO 2 ADEQUACAO DO TESTE DE DETERIORACAO
CONTROLADA PARA A SELEC}AO DE GENOTIPOS DE MILHO COM
SEMENTES TOLERANTES A DETERIORAC}AO, APOS A COLHEITA

EM ESPIGA .t ne e 29
[N EEI0] 516 107:Y0 IO 31
MATERIAL E METODOS ..ottt 34
Local de realizag@o d0S EXPErIMENTOS. ........cccueverierieriirie e 34
Selecdo dos materiais genéticos utilizados para a fenotipagem....................... 34

Producédo de sementes de linhagens e hibridos de milho, materiais genéticos

U L A e ettt e e 35
ANALISES LaOTATO IAIS ...eeeeee ettt e e e e e ee e e e e e e e e e e 36
LT e [T To V- TSRS 36

Determinacdo do teor de agua para a realizacdo do teste de deterioragdo
(o0 01 4 o] F= T - TSR USURRPTPRTRPRPRN 36
Avaliacdo da secagem das sementes ap0s 0 processo de deterioracédo
(010 08 0] F=To F- USSR 37
Determinacéo do periodo ao qual as sementes foram expostas ao processo de
deterioragao CONLIOlAdA .........cccveiiiiieicce e 38
Avaliacao do uso do hipoclorito a 1% para desinfestacéo das sementes durante
aconducdo do teste de deterioracdo controlada...........ccccoevvivnireneiicsinenns 38
Teste de deterioragdo controlada, para a fenotipagem de genotipos da Bayer,
para a caracteristica de toleréncia a deterioracdo de sementes pos colheita .39

(€11 g 0] o= Tor= o USSP PR TP PR 39



2.4.8

2.4.9

2.4.10

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

Andlise de imagem de PIANTUIAS ..o 40

ANALISE ESTALISTICA. .. ..uveveeeieieieiece e ere s 40
Analises de proteinas pela técnica de eletroforese...........cccoccevveveiiciivcrc s, 41
RESULTADOS E DISCUSSAO..........ooieieiieeieeeeesesseessesisee s issessesse s 44

Avaliacdo do teor de agua das sementes de milho no teste de deterioracéo
(o70] 01 0] F=To F- S UUUROTRTSN 44
Avaliacdo da secagem das sementes apds 0 processo de deterioracéo
(o10] 01 4 o] F= T - H TSR USUPRPTPRTRPRPRR 47
Avaliacdo do periodo de exposicdo a deterioracdo, no teste de deterioragdo
(070] 08 0] F=To F- USSR 50
Avaliacdo da desifestacdo das sementes, com hipoclorito de sédio 1%, no teste
de deterioragao CoONrolada ............ccveieiieiicie e 53

Teste de deterioragdo controlada para a fenotipagem dos genoétipos da

EMPIeSa BAYET .......cccoiiiiiiei e 56
EXPressao de ProteiNas........cccccviveiieiiiie et 62
CONCLUSOES. ...ttt 74
REFERENCIAS ..ottt 75

ANEXOS ... 81



14

CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Na cultura do milho tem sido observada crescente adog¢do de novas tecnologias com
reflexos diretos na produtividade e producgéo de gréos, o que torna esta cultura de grande valor
comercial e um dos cereais mais cultivados no Brasil e no mundo. No Brasil, esta cultura tem
papel socioeconbémico importante no agronegdcio, uma vez que € cultivado em varias regides,
gera empregos e rendas além de apresentar multiplas formas de utilizacdo, seja para 0 consumo
humano e animal ou na inddstria.

O aumento da produtividade de graos de milho esta diretamente associado aos avangos
cientificos e tecnoldgicos alcancados em programas de melhoramento genético e na area de
producdo e tecnologia de sementes. Vale salientar, que em programas mais avancados de
melhoramento de plantas, a qualidade das sementes tem sido uma das caracteristicas também
priorizadas durante os processos de selecdo para o desenvolvimento de novas cultivares.

Neste contexto, a interface entre estas areas do conhecimento € inquestionavel. Associar
o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas de interesse e as tecnologias desenvolvidas
na area de producdo e tecnologia de sementes é fundamental para garantir a producdo e a
comercializacdo de sementes de alta qualidade, fator determinante para garantir altas
produtividades. No entanto, a obtencéo de sementes com alta qualidade requer um planejamento
criterioso em todas as etapas do processo de producado. A colheita é considerada uma das etapas
mais importantes deste processo, por influenciar sobremaneira a qualidade de sementes, o que
demanda o desenvolvimento de tecnologias avangadas.

Uma das tecnologias utilizadas em programas de controle de qualidade € a colheita de
sementes de milho em espigas, uma vez que possui importantes vantagens em relacéo a colheita
a granel, destacando-se a melhor qualidade das sementes uma vez que estas sdo colhidas
proximas ao ponto de maturidade fisioldgica. Este tipo de colheita também permite melhor
viabilizacdo das estruturas de beneficiamento e secagem, além de liberar as areas mais cedo
para as préximas culturas. No entanto, no momento da colheita, as sementes se encontram com
altos teores de dgua o que as predispde a maior deterioracdo até o processamento nas unidades
de beneficiamento.

A deterioracdo de sementes envolve uma série de alteracdes fisioldgicas e bioquimicas

que sdo influenciadas pela producdo de espécies reativas de oxigénio, as quais estdo associadas
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a permeabilidade da membrana, degradacdo mitocondrial, peroxidacéo lipidica, dentre outros
(Jhanji et al., 2024).

As espécies reativas de oxigénio sdo formas ativadas ou reduzidas de oxigénio
atmosférico, como o radical hidroxila e o peroxido de hidrogénio (Choudhury et al., 2017).
Sabe-se que o acumulo das espécies reativas de oxigénio pode causar danos oxidativos as
biomoléculas, incluindo lipidios, proteinas e DNA, o que compromete a integridade celular,
culminando com a deterioracao das sementes.

Entretanto, o controle da acdo das espécies reativas de oxigénio pode ser feito por meio
de um mecanismo de defesa, conhecido como sistema antioxidante (Santos et al., 2017). Entre
as enzimas antioxidantes podem ser citadas a superdxido dismutase, catalase, peroxidase,
dentre outras (Choudhury et al., 2017; Nath et al., 2018). Além destas, outras enzimas também
podem estar associadas a deterioracdo de sementes como as enzimas da respiracdo como a
piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase e malato desidrogenase (Ferreira et al., 2007;
Kluge et al., 2017), esterase (Oliveira et al., 2020), proteinas resistentes ao calor (Andrade,
2015) assim como as enzimas envolvidas no processo de germinacdo das sementes, a exemplo
da alfa amilase (Diniz et al., 2018; Oliveira et al., 2020).

Apesar da complexidade do processo de deterioracdo em sementes, por meio de algumas
pesquisas tem sido observada variabilidade genética para esta caracteristica, que deve ser
explorada em programas de melhoramento. Sabe-se que o desenvolvimento de novas cultivares
nas empresas € um processo dinamico e, por isso, ha necessidade de pesquisas para o
desenvolvimento de metodologias seguras para a selecdo de materiais genéticos quanto a
tolerancia a deterioracdo, na etapa de producdo de sementes.

Um método réapido que possui potencial para a selecdo de gendtipos quanto a tolerancia
a deterioracdo € o teste de deterioracdo controlada, no qual as sementes sdo submetidas a altas
temperaturas associadas aos altos teores de agua.

Assim, objetivou-se nesta pesquisa, a adequacdo do teste de deterioracdo controlada
para a fenotipagem de genotipos de milho quanto a tolerancia das sementes a deterioracao, apos
a colheita em espigas. Também foi avaliada a expressdo de proteinas em sementes submetidas

aos diferentes tratamentos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  ConsideracOes sobre a cultura e colheita de sementes de milho

O milho é um dos cereais mais produzidos no Brasil e no mundo, sendo uma das culturas
de maior relevancia para o agronegocio. Utilizado na alimenta¢do humana, animal e na industria
(Méro; Fritsche-Neto, 2017), apresenta alto valor nutritivo (Eiras et al., 2014).

Nos Ultimos anos tem se observado mudangas importantes no cendrio produtivo desta
cultura, associadas a adog¢do de novas tecnologias, aumento da &area plantada e adogdo de
praticas de manejos eficientes (Artuzo et al., 2019), o que tem contribuido para a aumento da
produtividade e producdo de grdos de milho. Sabe-se que o0 aumento da produtividade esta
associado ao desenvolvimento de cultivares utilizando-se de técnicas avancadas para conferir
caracteristicas de interesse da industria e dos agricultores. Estas caracteristicas sao veiculadas
por meio das sementes, consideradas o principal insumo do agronegdécio, 0 que demanda a
obtencdo de sementes com alta qualidade.

No entanto, a producdo e a comercializacdo de sementes com alta qualidade tem sido
um desafio para a indUstria sementeira. Profissionais das empresas produtoras de sementes tém
investido em programas de controle de qualidade interno por meio dos quais monitoram todas
as etapas do processo produtivo com o objetivo de produzir e comercializar sementes com alta
qualidade.

A interacdo entre profissionais que atuam em programas de melhoramento e os da area
de producdo é fundamental para alcancar este objetivo, uma vez que a qualidade de sementes
de milho é influenciada sobremaneira pelo genétipo. Por meio de diferentes pesquisas, tem sido
verificado variabilidade genética para tolerancia aos fatores abiéticos (Dutra et al., 2015; Santos
et al., 2021; Silva Neta et al., 2020; Abreu et al., 2019; Von Pinho, 2021). Contudo, sdo
demandadas pesquisas relacionadas a tolerancia a deterioracdo, ao considerar as condicfes de
acondicionamento das sementes apds a colheita em espigas até o processamento na usina de
beneficiamento.

A colheita das sementes, etapa importante do processo de producdo, influencia a
qualidade das sementes, uma vez que esta associada ao processo de deterioracdo das sementes,
caracteristica esta influenciada pelo gendétipo. A maioria das sementes de milho € colhida em
espigas e exige planejamento criterioso, no qual devem ser considerados varios fatores, desde
a instalacdo dos campos de producdo, a definicdo do momento da colheita, as condicGes de
transporte até o processamento final (Mantovani et al., 2015).
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A predominancia da colheita de sementes de milho em espigas se justifica pela
possibilidade de ela ocorrer mais proxima ao ponto de maturidade fisiolégica das sementes,
quando podera estar associada a menor deterioracdo e aos maiores valores de germinacéo e
vigor (Vidigal et al., 2009; Fiabane; Lazaretti, 2023). Além de reduzir os riscos de deterioracdo
no campo, a antecipacdo da colheita permite maximizar o uso das areas agricolas (Fiabane;
Lazaretti, 2023). Além disso, a colheita em espigas permite maior viabilidade das estruturas de
secagem, de unidades de beneficiamento uma vez que é possivel colher as sementes num
intervalo maior de teores de aguas, quando comparada a colheita a granel.

Ressalta-se que o teor de agua das sementes de milho quando atingem o ponto de
maturidade fisioldgica é alto e varia com as cultivares. No ponto de maturidade fisioldgica as
sementes se desligam da planta e alcancam o maximo de matéria seca (Kumar et al., 2012).

Segundo Schuh et al. (2013) a colheita deve ser realizada quando as sementes atingem
teores de agua entre 35 e 40%, quando foi observada melhor qualidade fisioldgica. O atraso da
colheita a partir do ponto de maturidade fisioldgica pode prejudicar a qualidade das sementes,
pois as mesmas podem estar expostas a condi¢des desfavoraveis do campo (Fiabane; Lazaretti,
2023). Faria (2007) verificou que os teores de dgua de sementes de milho na LL5 (linha de leite
5), quando o endosperma esta completamente sélido, com auséncia da linha de leite, o teor de
agua variou de 27,3% e 32%.

Os resultados de pesquisas nas quais foram avaliados, momento de colheitas de
sementes de milho com diferentes teores de agua sdo variaveis. Isto pode ser explicado em
funcBes dos diferentes genotipos utilizados nestas pesquisas.

Sabe-se que apds a colheita em espigas, as sementes sdo transportadas e muitas das
vezes 0s caminhdes sdo considerados armazéns moveis, até a descarga em usinas de
beneficiamento (Nascimento et al., 2016). Esse tempo de espera das sementes dentro do
caminhdo pode ocasionar aumento de temperatura, com isso, causando deterioracao e perdas
na qualidade das sementes. A qualidade pode ser afetada por fatores como umidade,
temperatura, dentre outros (Marcos Filho, 2015).

Assim, a colheita deve ser planejada juntamente com o escoamento da producéo, para
garantir alta qualidade das sementes (Nascimento et al., 2016), considerando-se também o
tempo de espera das sementes dentro do caminh&o, antes do processamento.

De acordo com Andrade (2015), em sementes de milho com teores de agua acima de
19% é recomendado que o periodo entre a colheita, transporte e processamento em UBS seja
inferior a dois dias para manter a qualidade das mesmas. Os principais fatores que afetam a

qualidade das sementes antes e ap0s a colheita sdo umidade relativa do ar, teor de agua e
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temperatura (Nakagawa; Carvalho 2012). O aumento da temperatura na massa dos gréos,
juntamente com o teor de agua, intensifica o processo de deterioracdo das mesmas (Andrade et
al., 2015). Também deve ser considerado que o tempo de espera ao qual as sementes sao
submetidas durante o transporte e o inicio dos processos de beneficiamento pode causar perdas
da qualidade das mesmas, devido ao aumento da temperatura e a consequente deterioracao
(Smaniotto et al., 2014).

2.2 Deterioracdo em sementes

O processo de deterioracdo em sementes envolve diversas mudangas degenerativas de
origem fisica, fisioldgica e bioguimica e ¢é influenciado por fatores bidticos e abioticos, com
consequente reducdo da velocidade e uniformidade de germinacgédo e emergéncia de plantulas,
potencial de armazenamento até a perda da viabilidade (Costa, 2012).

Com a deterioracdo ocorrem alteracBes em varios processos, a exemplo da atividade
mitocondrial, reducédo das reservas de armazenamento, desnaturacdo de proteinas, diminuicéo
dos niveis de agucares, aumento dos acidos graxos livres, reducéo da sintese de proteina e RNA
e também reducdo de atividades enzimaticas. Para Sharma et al. (2012) a deterioragdo em
sementes também est4 associada a producdo de espécies reativas de oxigénio e a integridade
das membranas celulares.

As espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo produzidas em varios compartimentos
celulares como: mitocondrias, cloroplastos, membranas celulares e subcelulares (Kumar et al.,
2015; Mittler, 2017; Tiwari; Yadav, 2019; Jhanji et al., 2024). Estas podem danificar organelas,
tecidos e provocar perda da viabilidade das sementes (Pukacka; Ratajczak, 2005; Tiwari;
Yadav, 2019).

Um dos principais efeitos toxicos ocasionados pelo EROs € a peroxidacao dos lipideos
(Garg; Manchada, 2009; Choudhury et al., 2017). A peroxidacdo lipidica interfere na
permeabilidade de membrana, com a consequente perda de viabilidade das sementes
(Ratajczak, Kalembra, 2018) e ainda pode causar danos em proteinas € no material genético
(Fernandez et al., 2021).

A produgdo de EROs pode ser evitada ou controlada por um sistema antioxidante
presente em células (Garg; Manchada, 2009), sendo que estes incluem compostos enzimaticos
e ndo enzimaticos (Kim et al., 2010; Kaur; Sharma; Das, 2020; Tanveer; Shabala, 2018). Dentre
as principais enzimas que se destacam no processo antioxidante estdo: catalase, superéxido

dismutase, peroxidase, dentre outras (Choudhury et al., 2017). J& o sistema ndo enzimatico é
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composto pelo acido ascorbico, glutationa, tocoferdis, B-caroteno e polifendis (Gill; Tuteja,
2010; Tiwari; Yadav, 2019).

Dentre as enzimas antioxidantes a superoxido dismutase age na primeira linha de defesa
contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) e transforma o superdxido em oxigénio e
peroxido de hidrogénio (Gill, Tuteja, 2010; Dutra et al., 2015; Liu et al., 2019; Paul,
Roychoudhury, 2017). Estas reacOes acontecem principalmente no citosol, cloroplasto e
mitocondria. Ja a catalase tem potencial de decompor o peroxido de hidrogénio em &gua e
oxigénio (Gill, Tuteja et al., 2013; Silva Neta et al., 2020). A catalase tem a funcdo de remover
as EROs e também em condicBes estressantes consumir o peroxido de hidrogénio (Mallick;
Mohn, 2000), e atua principalmente nos peroxissomos (Choudhary; Kumar; Kaur, 2019; Paul;
Roychoudhury, 2017). Em condicdes de estresses pode ocorrer maior atividade da enzima
catalase, indicando maior tolerancia a estresses (Akcay et al., 2010).

No processo de deterioracdo das sementes ocorrem também alteragdes relacionadas a
atividade das enzimas respiratorias, tanto daquelas da rota aerébica, quanto da anaerébica, com
reducdo da germinacao e vigor (Marini et al., 2013; Copeland; Mcdonald, 2001). Segundo Taiz
e Zeiger (2009) no processo de deterioracdo das sementes, a atividade da enzima malato
desidrogenase é reduzida.

Neste contexto, fica claro que o processo de deterioracdo de sementes envolve mudancas
nas concentracdes de varias substancias incluindo carboidratos, lipidios, enzimas, proteinas de
armazenamento e compostos antioxidantes. Isto resulta na perda de funcdo e na reducéo da
capacidade das sementes de realizar metabolicos essenciais para a germinacéo e o crescimento
das plantulas. Compreender os aspectos bioquimicos da deterioracdo de sementes de milho é
fundamental para desenvolver estratégias eficazes que minimizem os efeitos negativos da
deterioracdo e garantam a qualidade das sementes.

O processo deteriorativo em sementes pode ser iniciado a partir do momento em que as
sementes alcancam a maturidade fisiologica. Apos, acontece progressivamente a deterioracao
natural, dependendo da condic&o fisiologica, condigdes ambientais, acdo de microrganismos,
pragas e estressesm sobretudo do genétiopo (Costa, 2012; Fernandez et al., 2021).

Assim, é importante que a colheita seja realizada o mais proximo possivel do ponto de
maturidade fisiologica das sementes, para evitar que estas fiquem expostas as condigdes
adversas no campo. Isso justifica a predominancia da colheita de sementes em espigas no Brasil.
No entanto, é comum a colheita de sementes com altos teores de agua, 0 que pode também

aumentar a predisposicdo destas a deterioracdo em funcdo do aumento da temperatura da massa
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apos a colheita, durante o transporte, até que as mesmas sejam processadas nas unidades de
beneficiamento de sementes.

Tao importante quanto adotar métodos de colheita seguros é conhecer a influéncia do
gendtipo sobre a tolerancia a deterioracdo nas condi¢Ges descritas acima. Com estas
informagdes € possivel estudar metodologias de testes fisiologicos para fenotipar materiais
genéticos, para a caracteristica de toleréncia a deterioragdo e fazer uso das mesmas em

processos de selecdo em programas de melhoramento.

2.3  Teste de deterioracdo controlada para a fenotipagem dos genoétipos de milho
guanto a tolerancia das sementes a deterioragao

Em programas de melhoramento, tem-se utilizado métodos de fenotipagem como uma
ferramenta para selecionar cultivares com caracteristicas de interesse. Estes podem ser
utilizados em diferentes niveis a exemplos de moléculas, plantulas, plantas e em diferentes
condigdes controladas ou em campo (Lobos et al., 2017).

O teste de deterioracdo controlada € um método rapido e promissor, eficiente para ser
utilizado na selecdo de materiais genéticos para a caracteristica de tolerancia a deterioracdo. Em
diferentes espécies o teste de deterioracdo controlada tem se mostrado eficiente (Silva et al.,
2015), para a classificacdo em relacdo ao vigor, de diferentes espécies.

Esse teste apresenta caracteristicas semelhantes ao teste de envelhecimento acelerado,
porém, durante o periodo de envelhecimento, apresenta um melhor controle da umidade e
temperatura (Hampton; Tekrony, 1995; Zucareli et al., 2011). O controle do teor de agua das
sementes deve ser realizado de forma criteriosa, para garantir um bom desempenho do teste
(Marcos Filho; Novembre, 2009). Essa uniformizacdo no teor de dgua antes da realizacdo do
teste permite que as sementes entrem em equilibrio, sendo que esta uniformizacdo acontece
antes de as sementes iniciarem o processo de deterioracdo (Torres et al., 2012). Esse ajuste do
teor de agua deve ser realizado de forma minuciosa, pois se realizado inadequadamente pode
apresentar um resultado ndo desejado. Com isso as mesmas Sa0 expostas a um estresse mais
rigoroso do que acontece no teste de envelhecimento acelerado (Fernandez et al., 2021). Essa
exposicdo das sementes a temperatura e teor de agua elevados pode ocasionar redugéo no vigor
das sementes (Fernandez et al., 2021). Esse teste tem como principio, por meio do aumento de
temperatura e teor de agua, acelerar o processo de deterioracdo. Porém, a eficiéncia deste teste

para diferentes espécies depende de uma padronizagdo (Zucareli et al., 2011).
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No teste de deterioracdo controlada, antes do inicio do periodo de deterioracdo em alta
temperatura, as sementes sdo submetidas ao mesmo nivel de teor de &gua (Matthews, 1981;
Hampton e Tekrony, 1995). Apds a realizacdo da deterioracdo controlada para averiguar o0s
niveis de vigor das sementes, é utilizado o porcentual de germinacao (Krzyzanowski, 1999).

Para Zucareli et al. (2011) a avaliagcdo do vigor das sementes de milho pelo teste de
deterioracdo com combinagdes de 24 h-45 °C, 48 h-45 °C e 16 h-45 °C e o teor de &gua 15, 20
e 25%, respectivamente, se mostraram apropriados para a espécie, correlacionando
positivamente com a velocidade e emergéncia de plantula. Ja Dutra et al. (2015) utilizaram o
teor de &gua de 25% e as sementes foram submetidas a deterioracdo por 48 horas a 42 °C, com
0 objetivo de selecionar genotipos de milho para a caracteristica de tolerdncia a altas
temperaturas durante o processo de germinacéao.

Padilha et al. (2001) verificam que o teste de deterioracdo controlada em sementes de
milho com 15 e 20%, por 24 horas a 40 °C foi eficiente para classificar lotes de média e alta
qualidade. Também verificaram correlacdo positiva entre os resultados obtidos no teste de
emergéncia de plantulas e o de deterioracdo controlada em sementes com teor de 25% de agua,
por 48 horas de deterioracdo. J& Marinho et al. (2021), verificaram que em sementes de milho
doce as combinagdes de 8 horas a 40 °C e 8 horas a 45 °C com o teor de 4gua de 20%, permitiram
distinguir os materiais na primeira contagem e germinacdo ap6s as sementes serem submetidas
ao teste de deterioracdo controlada.

O teste de deterioracdo controlada tem sido utilizado para a avaliacdo do vigor de varias
espécies. Em sementes de crambe, o teste pode ser realizado a 18% no teor de agua a 45 °C por
24 horas avaliando-se a germinacdo no quinto dia ap6s a semeadura (Ledo-Araujo et al., 2017).
Em sementes de coentro a combinagdo mais indicada é 21% no teor de agua, a 45 °C por 24
horas (Torres et al., 2012). Em sementes de repolho, o teor de agua indicado € de 20%, com a
combinacdo de 45 °C/24horas (Bernardes et al., 2015). J& nas sementes de beterraba
recomenda-se 22% no teor de agua, a 25 horas por 45 °C (Silva; Vieira, 2010). J& nas sementes
de canola, o teor de agua indicado é de 18%, com a combinacao de 45 °C por 24 horas (Silva et
al., 2023). Para Ledo-Araujo et al. (2017), as espécies e até mesmo as cultivares, expressam
resultados diferentes quando se utilizam procedimentos recomendados para outras espécies.

Diante do exposto, entende-se que o teste de deterioracdo controlada possa ser avaliado
para fenotipagem de materiais genéticos com tolerancia a deterioracdo de sementes. Associado
a utilizacdo do teste para este fim é importante a viabilizacdo da avaliagdo dos resultados de
fenotipagem de forma rapida e precisa. Sabe-se que, cada vez mais, tem-se buscado o uso de

tecnologias que demandem menor tempo de execucdo e mais precisdo dos resultados (Kumar;
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Ashok, 2021). O uso da anélise de imagem por meio do sistema GroundEye, pode ser
considerado uma ferramenta para a avaliacdo mais precisa, menos subjetiva e com possivel
padronizacdo (Andrade et al., 2023) e sem interferéncia humana nos resultados (Bej et al., 2022;
Santos et al., 2020).

E considerada uma técnica promissora na area de sementes (Pinheiro et al., 2022) e tem
se mostrado bastante eficiente para avaliaces referentes a qualidade fisiologica e fisica de
sementes (Medeiros; Pereira; Silva, 2018; Pinto et al., 2015). Além disso, a utilizacédo da analise
de imagem aumenta a confiabilidade dos resultados, pois pode reduzir o erro humano e as
imagens podem ser arquivadas para serem avaliadas posteriormente (Alvarenga; Marcos Filho;
Gomes Junior, 2012).

Para Andriazzi et al. (2020) o uso do aparelho Groundeye para a analise de sementes de
milho foi promissor para a avaliar o potencial fisiologico das sementes. Ferreira et al. (2020)
selecionaram sementes crioulas em relacdo aos caracteres quantitativos, por meio do
Groundeye. J& Marques et al. (2019) diferenciaram espécies e estadios de inflorescéncia de
sempre viva. De Jesus et al. (2023) ao avaliarem a coloracdo do tegumento e caracteristicas
morfologicas de sementes de feijdo fava, verificaram que a analise de imagem € uma técnica
promissora para as analises de caracteristicas fenotipicas. Andrade et al. (2023) verificaram que
a utilizacdo da analise de imagem foi considerada uma técnica eficiente para avaliar a qualidade
dos revestimentos no tratamento de sementes de soja.

Catdo et al. (2017) ao avaliarem sementes e mudas de milho pipoca submetidas a baixas
temperaturas, evidenciaram a eficacia do software Groundeye. Ja Silva et al. (2021) verificaram
que a fenotipagem realizada pela analise de imagem foi eficiente para discriminar genotipos de
goiabeira. Lima et al. (2023) classificaram lotes de sementes de algoddo, por meio de
caracteristicas de plantulas de algodao utilizando-se da analise de imagem.

Von Pinho (2021) verificou que a analise de imagem, por meio do sistema Groundeye,
realizada aos cinco dias apés a semeadura, em linhagens de milho contrastantes, para a
caracteristica de tolerancia ao deficit hidrico, € uma técnica eficiente para fenotipagem, por
demandar menor mao de obra e menor tempo, comparada aos métodos convencionais.

Assim, viabilizar métodos pra a fenotipagem de materiais genéticos com caracteristicas
de interesse, de forma segura e rapida é fundamental em processos de selecdo em programas de

melhoramento de milho.
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CAPITULO 2 ADEQUACAO DO TESTE DE DETERIORACAO CONTROLADA
PARA ASELECAO DE GENOTIPOS DE MILHO COM SEMENTES
TOLERANTES A DETERIORAGAO, APOS A COLHEITA EM
ESPIGA

RESUMO

A colheita de sementes de milho em espigas com teores de &gua elevados é predominante no
Brasil. Entretanto, sdo mais suscetiveis a deterioracdo devido ao aumento da temperatura da
massa de sementes, muitas vezes associadas a presenca de patdgenos. Neste processo tem sido
observada variabilidade genética para a tolerancia a deterioracdo das sementes. Assim, foi
proposta a adequacdo do teste de deterioracdo controlada para a classificacdo de genoétipos de
milho quanto a tolerancia das sementes a deterioracdo, apds a colheita em espigas. Para isso
foram utilizados materiais genéticos do programa de melhoramento de milho da UFLA e da
Bayer, que pudessem apresentar variabilidade genética para esta caracteristica, foram avaliadas
as seguintes variaveis do teste de deterioracdo controlada: teor de agua das sementes durante o
processo de deterioracdo (25% e 35%), secagem das sementes ap0s 0 processo de deterioracdo
(com ou sem secagem), tempo de exposicao das sementes no processo de deterioracéo (48 e 72
horas) e a desinfestacdo de sementes com hipoclorito de sodio 1%. Em parte do material
genético, foi avaliada, em sementes, a expressdo das enzimas envolvidas no processo de
respiracdo (Malato Desidrogenase, Alcool Desidrogenase, Piruvato descarboxilase), das
envolvidas nos sistemas oxidativos (Superdxido Dismutase, Catalase, Peroxidase), e também
da Esterase, Alfa Amilase e de proteinas resistentes ao calor. Concluiu-se que, por meio do
teste de deterioracdo controlada, em sementes com teor de 4gua de 25%, acondicionadas por 48
horas a 42 °C, e sem desinfestacdo com hipoclorito, foi possivel classificar os gendtipos de
milho quanto a tolerancia das sementes a deterioracao, apés trés dias da semeadura. Também
houve menor expressdo das enzimas Piruvato Descarboxilase, Alcool Desidrogenase, Malato
Desidrogenase, Superoxido Dismutase, Catalase, Peroxidase, Esterase, Alfa Amilase e de
proteinas resistentes ao calor, em sementes de milho submetidas ao processo de deterioracdo
controlada, expressdes estas associadas a menor qualidade fisiologica em sementes
deterioradas. Foi observado também, a influéncia do gendtipo sobre a expressdo de algumas
proteinas avaliadas nesta pesquisa.

Palavra-chave: Zea mays; deterioracdo; metodologia; ezimas.
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ABSTRACT

The harvesting of corn seeds from ears with high water content is predominant in Brazil.
However, they are more susceptible to deterioration due to increased temperature of the seed
mass, often associated with the presence of pathogens. In this process, genetic variability has
been observed for tolerance to seed deterioration. Thus, the suitability of the controlled
deterioration test for the classification of corn genotypes was proposed in terms of seed
tolerance to deterioration after harvesting on the cob. For this, genetic materials from the UFLA
and Bayer corn breeding program that could present genetic variability for this characteristic
were used. The following variables from the controlled deterioration test were evaluated: water
content of the seeds during the deterioration process (25% and 35%), drying of seeds after the
deterioration process (with or without drying), exposure time of seeds during the deterioration
process (48 and 72 hours) and seed disinfestation with 1% sodium hypochlorite. In part of the
genetic material, the expression of enzymes involved in the respiration process (Malate
Dehydrogenase, Alcohol Dehydrogenase, Pyruvate decarboxylase), those involved in oxidative
systems (Superoxide Dismutase, Catalase, Peroxidase) and Esterase, was evaluated in seeds.
Alpha Amylase and heat resistant proteins. It was concluded that through the controlled
deterioration test, on seeds with a water content of 25%, stored for 48 hours at 42°C, and without
disinfestation with hypochlorite, it was possible to classify the corn genotypes in terms of seed
tolerance to deterioration, three days after sowing. There was also lower expression of the
enzymes Pyruvate Decarboxylase, Alcohol Dehydrogenase, Malate Dehydrogenase,
Superoxide Dismutase, Catalase, Peroxidase, Esterase, Alpha Amylase and heat-resistant
proteins, in corn seeds subjected to the controlled deterioration process, expressions associated
with lower quality physiological in deteriorated seeds. The influence of the genotype on the
expression of some proteins evaluated in this research was also observed.

Keyword: Zea mays; deterioration; methodology; ezymes.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 0 mercado de sementes de milho representa cerca de 50% em relacdo as
demais espécies, em funcao dos valores agregados a ela, sendo que a semente € o veiculo de
tecnologias geradas. Entretanto, os desafios enfrentados na industria sementeira de milho, para
garantir a produgdo e a comercializagdo de sementes com alta qualidade ainda s&o muitos.

Um desses desafios é garantir a colheita de sementes nas melhores condi¢cfes possiveis
e evitar que as mesmas fiqguem expostas as condi¢des adversas no campo. Isso justifica a
predominancia da colheita de sementes de milho em espigas.

A colheita de sementes de milho em espigas pode ser realizada proxima ao ponto de
maturidade fisioldgica das sementes, quando as mesmas podem apresentar menor deterioracao
e 0s maiores valores de germinacdo e vigor (Vidigal et al., 2009; Fiabane; Lazaretti, 2023), nas
condigdes as quais foram produzidas. A colheita exige um planejamento criterioso no qual
devem ser considerados varios fatores, desde a instalagdo dos campos de producédo a definicdo
do momento da colheita, as condi¢Bes de transporte até o processamento final (Mantovani et
al., 2015).

Apos a colheita as sementes sdo transportadas em caminhBes que sdo considerados
armazéns maveis, até o processamento pos-colheita (Nascimento et al., 2016). Da colheita ao
processamento pode ocorrer aumento de temperatura da massa de sementes e, como
consequéncia, a deterioracdo e perda de qualidade destas. Sabe-se que a deterioracdo é
influenciada por fatores como umidade, temperatura, genotipo, dentre outras (Marcos Filho,
2015).

As alteracdes fisiologicas e bioguimicas que ocorrem durante a deterioracdo das
sementes sdo influenciados pelas espécies reativas de oxigénio, as quais estdo associadas a
permeabilidade da membrana, degradacdo mitocondrial, peroxidacdo lipidica, dentre outros
(Jhanji et al., 2024).

As espécies reativas de oxigénio sdo formas ativadas ou reduzidas de oxigénio
atmosférico, como o radical hidroxila e o peroxido de hidrogénio (Choudhury et al., 2017).
Estdo sdo encontradas nas mitocondrias, cloroplastos, peroxissomos e membranas plasmaticas.
(Singh et al., 2019; Dmitrieva et al., 2020). Sob condi¢Ges de estresses ocorre uma maior
producéo das espécies reativas de oxigénio (Huang et al., 2024).

Entretanto, o controle da acdo das espécies reativas de oxigénio, pode ser feito por meio
de um mecanismo de defesa conhecido como sistema antioxidante. Dentre as enzimas

antioxidantes podem ser citadas a superoxido dismutase, catalase, peroxidase, dentre outras
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(Choudhury et al., 2017; Nath et al., 2018). As enzimas da respiracdo como a piruvato
descarboxilase, alcool desidrogenase e malato desidrogenase, também podem estar associadas
a deterioracao das sementes (Ferreira et al., 2007; Kluge et al., 2017), assim como a esterase
(Oliveiraet al., 2020), proteinas resistentes ao calor (Andrade et al., 2015) e enzimas envolvidas
no processo de germinacdo das sementes, a exemplo da alfa amilase (Diniz et al., 2018; Oliveira
et al., 2020).

O processo de deterioragdo em sementes de milho é complexo e envolve interacéo entre
fatores moleculares, fisicos e genéticos. Por meio de pesquisas tem sido observado variabilidade
genética para a caracteristica de deterioracdo de sementes. Assim, é fundamental desenvolver
metodologias de fenotipagem as quais possam ser utilizadas em programas de melhoramento,
para a selecdo de gendtipos tolerantes a deterioracdo. Esta fenotipagem pode ser realizada em
nivel molecular, por meio de caracteristicas de plantulas, plantas e em diferentes condigdes
controladas ou em campo (Lobos et al., 2017).

A fenotipagem realizada em nivel molecular e em estadios de plantulas apresenta
vantagens, uma vez que podem ser realizadas repetidas vezes durante o ano, devido a menor
demanda de espaco e tempo (Meeks et al., 2013; Pace et al., 2014). Neste contexto, o teste de
deterioracdo controlada foi proposto para a fenotipagem de genétipos de milho para a
caracteristica de tolerancia as altas temperaturas durante o processo de germinacdo das
sementes (Dutra et al., 2015).

Em diferentes espécies, o teste de deterioracdo controlada tem se mostrado eficiente
para a classificacdo de lotes de sementes em relacdo ao vigor (Silva et al., 2015). Neste teste,
antes do inicio do periodo de deterioracdo sob altas temperaturas, o teor de agua das sementes
é ajustado e Unico em todas as amostras (Matthews, 1981; Hampton; Tekrony,1995). Apds a
realizacdo da deterioracdo controlada, as mesmas sdo submetidas ao teste de germinacao para
posterior avaliacdo das caracteristicas de plantulas (Krzyzanowski; Franca Neto, 1999).

A anélise de imagem por meio do sistema GroundEye pode ser utilizada como uma
ferramenta, para a avaliagéo das caracteristicas de plantulas. Apresenta vantagens consideraveis
pela precisdo, menor subjetividade durante a avaliacdo e com possivel padronizacdo (Andrade
et al., 2023). Von Pinho (2021) verificou que a andlise de imagem, realizada aos cinco dias
apos a semeadura, em linhagens de milho, é uma técnica eficiente para fenotipagem para
tolerancia ao déficit hidrico, por demandar menor méo de obra e menor tempo, comparada aos

métodos convencionais.



33

A utilizacdo de metodologias seguras para a fenotipagem de materiais genéticos que
apresentem sementes tolerantes a deterioragdo apds a colheita em espigas utilizando-se de
ferramentas avancadas, constitui um desafio nas empresas produtoras de sementes.

Assim, o objetivo neste trabalho foi propor a adequacdo do teste de deterioracdo
controlada para a fenotipagem de gendétipos de milho quanto a tolerancia das sementes a

deterioracdo, apos a colheita em espigas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Local de realizacédo dos experimentos

Os experimentos de campo foram conduzidos na area experimental do setor de
Olericultura do Departamento de Agricultura, da Escola de Ciéncias Agrérias de Lavras -
ESAL, da Universidade Federal de Lavras. O setor de olericultura esté localizado no municipio
de Lavras, cujas coordenadas geograficas sdo: latitude 21°13°18°" S, longitude 44°58°11" W e
altitude de 914 metros. As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratdrio Central de
Pesquisas em Sementes, localizada no setor de sementes, do Departamento de Agricultura da
ESAL/UFLA.

2.2  Selecdo dos materiais genéticos utilizados para a fenotipagem

A selecdo de gendtipos utilizados nesta pesquisa foi realizada a partir dos resultados
obtidos por Dutra et al. (2015), em pesquisa relacionada a classificacdo de genotipos de milho
para a caracteristica de toleréncia as altas temperaturas durante o processo de germinacao das
sementes. Foram utilizadas sementes de duas linhagens, classificadas como tolerantes, 2 Te 5
T e trés ndo tolerantes (NT), 1 NT, 3 NT e 4 NT e as sementes dos hibridos meios irmaos,
oriundos dos cruzamentos 4 NT como parental masculino e 1 NT, 2 T, 3 NT e 5 T como
parentais femininos.

Apos a adequacdo da metodologia de fenotipagem para a caracteristica de tolerancia das
sementes a deterioracdo poés-colheita em espigas com 0s materiais genéticos supracitados,
foram utilizadas sementes dos genoétipos da empresa Bayer, UIRM-8419; UKGRAO-1583;
UKGRAO-1383; ULR1M-5047 e IR2M-0080. As sementes dos materiais genéticos da Bayer
foram produzidas em campos de producdo da empresa e a selecdo destes materiais foi feita por

profissionais da empresa Bayer.
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2.3 Producédo de sementes de linhagens e hibridos de milho, materiais genéticos UFLA

A producéo de sementes das linhagens e hibridos foi realizada sob as mesmas condi¢fes
edafoclimaticas, adotando-se uma populacdo de 60000 plantas/ha. Foram realizados todos os
tratos culturais recomendados para a cultura.

No campo de producdo de sementes hibridas, as semeaduras foram realizadas em
novembro de 2021, em trés épocas, split (0, 7 e 14 dias), para garantir o sincronismo entre 0s
florescimentos das plantas dos materiais utilizados. Foram utilizadas como parental feminino
as linhagens 1 NT, 2 T, 3NT e 5 T e como parental masculino a linhagem 4 NT.

Para a producédo de sementes hibridas, foi realizada a emasculacdo manual das plantas
das linhagens femininas antes da emissao dos estilo-estigmas para garantir o cruzamento entre
as linhagens femininas com a linhagem masculina. Ja para a multiplicacdo das sementes das
linhagens, realizou-se a protecdo das bonecas antes da emisséo dos estilos-estigmas seguida de
autofecundagdes manuais das plantas, quando da disponibilidade de pélen.

A colheita foi realizada em espiga quando as sementes hibridas e das linhagens
atingiram 13% de teor de agua. A trilha foi realizada mecanicamente na trilhadeira estacionaria
e, na sequéncia, as sementes foram armazenadas em camara fria, até a realizacdo dos testes.

Os dados de precipitacdo, temperatura maxima, média e minima foram registrados

durante todo o ciclo dos materiais utilizados (Figura 1).

Figural- Valores de precipitacdo (mm) e temperaturas minima e maxima (°C) no periodo de
novembro de 2021 a maio de 2022, na cidade de Lavras — MG.
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As sementes foram classificadas em peneiras de crivo oblongo retidas nas peneiras de
tamanho (14; 15 e 16 x %) e de furo circular de tamanho 20 e 21 de polegadas.

2.4 Analises laboratoriais

2.4.1 Teor de agua

O teor de agua das sementes foi avaliado por meio do método em estufa a 105 °C durante
24 horas, utilizando-se duas amostras de cada material genético, conforme as Regras para
Anélise de Sementes-RAS (Brasil, 2009) e os resultados foram expressos em porcentagem.

2.4.2 Determinacdo do teor de agua para a realizacdo do teste de deterioracéo
controlada

O teor de agua inicial das sementes foi elevado para os niveis de 25% e 35%. Para atingir
o0 teor de &gua previamente determinado, foi adicionada a quantidade de dgua necessaria de
acordo com a seguinte formula: W2 =100 — A/ 100 - B x W1 (1), em que:

A - teor de 4gua inicial das sementes (base no peso umido);

B - teor de agua requerido;

W1 - peso inicial das sementes (g);

W?2 - peso final das sementes (g);

W2 - W1 - 4gua a ser adicionada (Wang; Hampton, 1991 citado por Hampton;
Johnstone; Eua-Umpon, 1992).

Apoés esse procedimento, as sementes foram acondicionadas em embalagens de
aluminio herméticas e foi adicionada a agua seguida de homogeneizagdo. Em seguida, para a
uniformizacao do teor de agua de 25%, das sementes, as embalagens foram mantidas em camara
de germinacao do tipo BOD por 24 horas a 10 °C e para o teor de agua de 35%, das sementes,
as embalagens foram mantidas em camara de germinacao do tipo BOD por 54 horas a 10 °C.

Ap0s o tempo de uniformizacdo do teor de &gua, as sementes foram expostas a 42 °C
por 48 horas. Apos este periodo as sementes foram submetidas ao teste de germinacédo, no qual
foram utilizadas quatro repeticdes com 50 sementes/cada, para cada tratamento a ser avaliado.
Neste teste, as sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel germitest, cobertas com
uma terceira, e organizadas em forma de rolo. Os papéis foram previamente umedecidos com

agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram
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acondicionados em sacos plasticos transparentes, fechados com atilhos de borracha, para evitar
a perda de &gua por evaporacdo. Na sequéncia, foram acondicionados em germinadores tipo
BOD, regulados a temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes das plantulas foram realizadas do terceiro ao sétimo dia de avaliacéo,
sendo que em cada dia de avaliacao foram determinados os padrfes baseados nas caracteristicas
das plantulas, por meio das quais era possivel distinguir os tratamentos visando a fenotipagem
para a caracteristica de tolerancia a deterioracdo das sementes. No terceiro dia foram
consideradas as plantulas com no minimo um centimetro de comprimento de raiz primaria e
presenca de parte aérea. No quarto dia, foram consideradas as plantulas com no minimo um
centimetro de raiz primaria, duas raizes seminais e presenca de parte aérea. E do 5° dia ao 7°dia
de avaliacdo foram consideradas as plantulas com no minimo um centimetro de raiz primaria,
duas raizes seminais e o rompimento da plimula pelo coledptilo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 5 + 5, sendo dois teores de agua, cinco gendtipos e cinco adicionais, sendo 0

adicional o teste de germinacéo, avaliado no sétimo dia.

2.4.3 Avaliacdo da secagem das sementes ap0s 0 processo de deterioracdo controlada

Para a avaliacdo da necessidade de secagem das sementes ap0s a deterioracdo controlada
por 48 horas, foram selecionados os tratamentos nos quais as sementes foram submetidas a
deterioracdo com o teor de agua ajustados para 25%, com base nos resultados obtidos, os quais
serdo discutidos posteriormente.

Neste experimento, parte das sementes submetidas a deterioracdo foi submetida a
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 35 °C por 24 horas, até atingirem 13% de teor
de agua. A outra parte das sementes ndo foi submetida a secagem. Sementes de ambos os
tratamentos com e sem secagem, foram submetidas ao teste de germinacéo utilizando-se quatro
repeticdes com 50 sementes/cada, para cada tratamento.

Neste teste, as sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel germitest,
cobertas com uma terceira e organizadas em forma de rolo. Os papéis foram previamente
umedecidos com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos
foram acondicionados em sacos plasticos transparentes, fechados com atilhos de borracha, para
evitar a perda de agua por evaporacdo. Na sequéncia foram acondicionados em germinadores

tipo BOD, regulados a temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.
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As avaliacOes das plantulas foram realizadas do terceiro ao sétimo dia de avaliagéo,
contabilizando o nimero de plantulas que atendesse os padrfes preestabelecidos no momento
da avaliacdo, como descrito na metodologia anterior.

No terceiro dia foram consideradas as plantulas com no minimo um centimetro de raiz
priméria e presenca de parte aérea. No quarto dia foram consideradas as plantulas que
apresentaram no minimo um centimetro de raiz priméria, duas raizes seminais e presenca da
parte aérea. E, do 5° ao 7°dia de avaliacdo foram consideradas as plantulas com, no minimo,
um centimetro de raiz primaria, duas raizes seminais e o rompimento da plumula pelo
coledptilo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 5 + 5, sendo dois métodos de secagem, cinco gendtipos e cinco adicionais, sendo o

adicional o teste de germinacéo, avaliado no sétimo dia.

2.4.4 Determinacdo do periodo ao qual as sementes foram expostas ao processo de
deterioracdo controlada

Sementes com teor de agua ajustado para 25%, conforme metodologia descrita
anteriormente, foram expostas a 42 °C por 48, 72 e 96 horas. Apos esse periodo, as sementes
foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme metodologia ja descrita. As avaliacdes das
plantulas foram realizadas do terceiro ao sétimo dia de avaliacéo, contabilizando o nimero de
plantulas de acordo com os padrdes descritos anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 9 + 9, sendo dois tempos, nove genoétipos e nove adicionais, sendo o adicional o

teste de germinacdo, avaliado no sétimo dia.

2.4.5 Avaliagdo do uso do hipoclorito a 1% para desinfestacdo das sementes durante a
conducdo do teste de deterioracdo controlada

Para avaliar a possivel influéncia de fungos presentes nas sementes, nos resultados do
teste de deterioracdo controlada, foram testados trés tratamentos: desinfestacdo das sementes
com hipoclorito 1% durante 1 minuto, antes da submisséo das sementes ao teste de deterioracdo
controlada; desinfestacdo das sementes com hipoclorito 1% durante 1 minuto apos a
deterioracdo das sementes, com 25% de teor de agua, a 42°C, por 48 horas e testemunha, sem

desinfestacéo.
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Ap0s esse periodo as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo. As avalia¢oes
das plantulas foram realizadas do terceiro ao sétimo dia de avaliagdo, contabilizando o nimero
de plantulas de acordo com os padrdes descritos anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 3 + 3, sendo trés uso do hipoclorito, trés genotipos e trés adicionais, sendo o
adicional o teste de germinacdo, avaliado no sétimo dia.

2.4.6 Teste de deterioracao controlada, para a fenotipagem de gendtipos da Bayer, para

a caracteristica de tolerancia a deterioragdo de sementes pos colheita

Uma vez selecionada, com base nos resultados obtidos anteriormente, a metodologia do
teste de deterioracdo controlada visando a fenotipagem de gendtipos para a caracteristica de
tolerancia a deterioracéo das sementes apés a colheita em espigas, foram avaliados os materiais
genéticos da Bayer para esta caracteristica. Sementes das cultivares UIRM-8419, UKGRAO-
1583, UKGRAO-1383, U1R1M-5047 e IR2M-0080, produzidas em campos de producédo de
sementes da empresa, tiveram seus teores de dgua ajustados para 25%, conforme metodologia
descrita anteriormente. Em seguida, foram submetidas a deterioracéo a 42 °C por 48 horas e ao
teste de germinacédo, conforme metodologias descritas anteriormente.

As avaliagBes das plantulas foram realizadas do terceiro ao sétimo dia apds a instalacéo
do teste. Os padrBes adotados ao terceiro dia: minimo de trés centimetros de comprimento raiz
primaria; presenca de parte aérea, minimo de trés raizes secundarias. No quarto dia: minimo de
trés centimetros de comprimento de raiz primaria; presenca de parte aérea; minimo de quatro
raizes secundérias. Do quinto até o sétimo dia de avaliagdo foram adotados no minimo trés
centimetros de comprimento de raiz primaria; parte aérea com o coledptilo rompido e no
minimo quatro raizes secundarias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 + 5, sendo cinco gendtipos e cinco adicionais, sendo o adicional o teste de germinacéo,

avaliado no sétimo dia.

2.4.7 Germinagao

No teste de germinacdo foram utilizadas quatro repeticbes com 50 sementes/cada, para
cada genotipo avaliado. Neste teste, as sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel
germitest, cobertas com uma terceira e organizadas em forma de rolo. Os papéis foram

previamente umedecidos com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel seco.
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Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos transparentes, fechados com atilhos de
borracha, para evitar a perda de 4gua por evaporagdo. Na sequéncia foram acondicionados em
germinadores tipo BOD, regulados a temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacOes das plantulas foram realizadas no sétimo dia ap0s a instalacdo do teste.
Os padrdes adotados nesta avaliagéo foram adotados para os tratamentos nas quais as sementes
foram submetidas a deterioracéo controlada, e j& descritas.

2.4.8 Analise de imagem de plantulas

Para a analise de imagens foram utilizadas plantulas de milho aos trés dias ap6s a
semeadura, provenientes de sementes submetidas ao processo de deterioracdo controlada,
conforme metodologia descrita anteriormente. Também foram utilizadas plantulas provenientes
de sementes que ndo foram submetidas ao processo de deterioragdo. As plantulas foram
retiradas do papel germitest e colocadas na bandeja do mddulo de captacdo do sistema
GroundEye®, versdo S800, para a captura das imagens de alta resolucéo.

Na configuracdo da analise para a calibracdo da cor de fundo foi utilizado o modelo de
cor CIE L*a*b*, com indice de luminosidade de 0,00 a 100, dimensdo “a” - 27,80 a 32,20 e
dimensdo “b” de -58,90 a -18,90. Depois da calibracdo da cor do fundo foi realizada a anélise
das imagens com correcdo manual das partes das plantulas nas quais foram extraidos valores
médios das caracteristicas das plantulas como o comprimento das raizes secundarias,
comprimento da raiz primaria, comprimento total e comprimento total + comprimento das
raizes secundarias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema

fatorial 2 x 5, sendo com e sem deterioracdo e cinco gendtipos.

2.4.9 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia e a comparagdo das médias dos
tratamentos para todos os testes foi realizada pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas no software Sisvar® (Ferreira, 2019).
Ja o adicional foi realizado pelo Teste T a 5% de probabilidade pelo software R.
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2.4.10 Analises de proteinas pela técnica de eletroforese

Para a analise proteica, foram selecionados os materiais mais discrepantes para a
caracteristica de tolerancia a deterioracéo de sementes, avaliados pelo vigor, por meio do teste
de deterioracdo controlada.

Assim, as analises proteicas foram realizadas em sementes dos seguintes materiais
genéticos: UKGRAO- 1583; UKGRAO-1383 e IR2M-0080 da Empresa Bayer e das linhagens
4 e 5 e das sementes hibridas das combinacdes 4 x 5, 4 x 2. Parte das sementes destes materiais
genéticos foi submetida ao processo de deterioragdo controlada, com 25% de teor de dgua a 42
°C, por 48 horas, conforme metodologia descrita anteriormente. Apds este processo estas
sementes e aquelas ndo expostas ao processo de deterioracdo foram armazenadas em deep
freezer a -86 °C, até a realizacdo das analises proteicas.

As analises das enzimas Alcool Desidrogenase, Malato Desidrogenase, Catalase,
Esterase, Superoxido Dismutase, Peroxidase e Piruvato Descarboxilase, foram realizadas por
meio da técnica de eletroforese (Alfenas, 2006). As sementes foram maceradas em moinho
analitico, na presenca de polivinilpirrolidona (PVP) e nitrogénio liquido. Ap6s a maceracao 0s
materiais foram armazenados em deep freezer a temperatura de -86 °C.

Para a extracdo das enzimas Alcool Desidrogenase, Malato Desidrogenase, Catalase,
Esterase e Piruvato Descarboxilase, foi utilizado o tampéo de extracdo Tris HCL 0,2 M pH8,0
+0,1% de B-mercaptoetanol, na proporgéo de 250 pL para cada 100 mg do material macerado.
Ja para a enzima peroxidase, foi realizado o tampao de extracdo (fosfato de potassio + 0,1% de
[-mercaptoetanol) na proporgéo de 250 pL para cada 100 mg do material macerado. O material
foi homogeneizado em vértex e mantido na geladeira em overnight, seguido de centrifugacdo
a 14000 rpm, em temperatura de 4 °C por 30 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em géis de poliacrilamida do tipo NATIVA PAGE,
a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O tampéo utilizado foi o Tris-glicina pH8,9.
Foram aplicados na canaleta 50 pL do sobrenadante de cada tratamento, e a corrida
eletroforética foi realizada a 120V por 5 horas sob refrigeracdo. No término da corrida
eletroforética, os geéis foram revelados de acordo com as metodologias propostas por Alfenas
(2006). Em seguida, os geis foram fotografados sobre transluminador.

Para a analise da expressdo da Alfa Amilase, as sementes (sem deterioracdo) foram
germinadas, em rolos de papel, na temperatura de 25 °C, por periodo de 72 horas. Ja as sementes

submetidas ao processo de deterioracdo por 48 horas a 42 °C, foram germinadas em rolos de
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papel, na temperatura de 25 °C, por um periodo de 24 horas, totalizando as 72 horas,
preconizadas para a analise da expressdo desta enzima.

Ap0s esse periodo, foram retirados os eixos embrionéarios e escutelos e, somente o
endosperma foi macerado em moinho analitico, na presenca de polivinilpirrolidona (PVP) e
nitrogénio liquido. Apds a maceracdo os materiais foram armazenados em deep freezer na
temperatura de -86 °C.

Para a extracdo da enzima Alfa Amilase, foi utilizado o tampé&o de extracdo Tris HCL
0,2 M pH8,0 + 0,1% de B-mercaptoetanol, na proporcdo de 250 uL para cada 100 mg do
material macerado. O material foi homogeneizado em voértex e mantido em geladeira em
overnight, seguido de centrifugagéo a 14000 rpm, em temperatura de 4 °C por 30 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em géis de poliacrilamida do tipo NATIVA PAGE,
a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador) e foi acrescentado amido soltvel no gel
separador. O tampéo utilizado para a corrida foi o Tris-glicina pH8,9. Foram aplicados na
canaleta 50 pL do sobrenadante de cada tratamento, e a corrida eletroforética foi realizada a
120V por 5 horas sob refrigeracdo. Ao término da corrida eletroforética, os géis foram revelados
de acordo com as metodologias propostas por Alfenas (2006). Em seguida, os géis foram
fotografados sobre transluminador.

Para a analise de proteinas resistentes ao calor, as sementes submetidas a cada
tratamento foram maceradas em moedor elétrico, na presenca de polivinilpirrolidona (PVP) e
nitrogénio liquido. Apds a maceracdo os materiais foram armazenados no deep freezer na
temperatura de -86 °C.

Para a extracao de proteinas resistentes ao calor, foi utilizado o tampao de extragdo Tris
HCL 50 mM pH7,5 + 0,1% de p-mercaptoetanol, na proporcao de 1000 uL para cada 100 mg
do material macerado. O material foi homogeneizado em vortex, seguido de centrifugacédo a
14000 rpm, em temperatura de 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi extraido e colocado
em um novo microtubo e incubado em banho maria a 85 °C por 15 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, por 30 minutos, a 4°C. Apds centrifugagdo, 70 puL
do extrato foram transferidos para outro microtubo e adicionou 40 pL da solugdo tampao da
amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46g de SDS; 20mg de azul de bromofenol completado o volume
para 20 ml de tampé&o de extracdo TRIS pH7,5), seguido de banho maria em agua fervente por
5 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em géis de poliacrilamida do tipo SDS-PAGE, a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). Foram aplicados na canaleta 50 pL do

sobrenadante, para cada tratamento, sendo que na primeira canaleta foram aplicados 10 pL da
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amostra padréo de proteina, com peso molecular variando de 10 KDa a 220 KDa. A corrida
eletroforética foi conduzida a 120V por 8 horas sob temperatura ambiente. Ao término da
corrida eletroforética, os geis foram revelados de acordo com as metodologias propostas por
Alfenas (2006). A coloracédo do gel foi realizada com solucdo cortante Comassie brilhante por
16 horas e a descoloragdo com a solucdo contendo &lcool etilico por 4 horas. Em seguida, 0s
géis foram fotografados sobre transluminador.

Os dados referentes a expressdo de proteinas foram analisados com base na anélise dos
géis de eletroforese, considerando a presenca/auséncia e intensidade de cada uma das

subunidades proteicas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do teor de &gua das sementes de milho no teste de deterioragdo
controlada

Foi observada interacéo significativa entre os fatores material genético e teor de &gua
das sementes, quando submetidas ao teste de deterioracdo controlada, em todos os periodos
avaliados, terceiro ao sétimo dia, apds a semeadura (Tabela 1 A).

Como descrito na metodologia, considerou-se as linhagens 1, 3 e 4 como intolerantes e
2 e 5 como tolerantes, com base nos resultados obtidos por Dutra et al. (2015), quando eles
utilizaram o teste de deterioracdo controlada para fenotipar genétipos de milho para a
caracteristica de tolerancia a altas temperaturas durante o processo de germinacéo das sementes.

Maiores valores de vigor foram observados em sementes com 25% de teor de 4gua, das
linhagens 2 e 5, classificadas como tolerantes, quando as avaliagdes ocorreram aos 3,5,6 e 7
dias ap6s a semeadura. No quarto dia de avaliacdo, maior vigor foi observado em sementes da
linhagem 5 e ndo houve diferenca estatistica entre os valores observados para as linhagens 2 e
4, sendo esta Ultima considerada intolerante.

Ao comparar os resultados de vigor em sementes com 35% de teor de &gua dos
diferentes materiais genéticos, ndo foi possivel observar consisténcia dos resultados em relacéo
a classificacdo quanto a tolerancia a deterioracdo ap6s colheita em espigas.

Assim, foi possivel discriminar com mais seguranca, 0s materiais genéticos utilizando
sementes com teor de agua de 25%. Esse resultado é de grande relevancia, pois para obter o
teor de agua de 25% foram necessarias cerca de 24 horas a 10 °C, enquanto que o teor de agua
de 35%, foi alcancado apds cerca de 54 horas, tempo considerado demasiadamente longo. Sabe-
se que o menor tempo para fenotipar os genotipos para as caracteristicas de interesse, é
fundamental nos processos de selecdo em programas de melhoramento, em fungdo do numero
significativo de materiais a serem avaliados.

Além disso, quando foram utilizadas sementes com 35% de teor de agua, os resultados
foram inconsistentes, provavelmente pela falta de uniformizagdo do teor de &gua. Mesmo
adotando as metodologias recomendadas, ap6s o periodo de 54 horas foi observada agua livre
na embalagem na qual as sementes foram acondicionadas.

Comparando-se os resultados de vigor observados em sementes com 25% e 35% de teor
de &gua para cada linhagem, houve interacdo com os materiais genéticos utilizados. Para a
linhagem 5, classificada como tolerante, ndo houve diferenca significativa entre o vigor das

sementes com 25 e 35% de teor de 4gua, independentemente do periodo de avaliacdo. O mesmo
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foi observado para a linhagem 2, quando as avaliagdes foram realizadas aos 3 e 4 dias, apos a
semeadura. Para a linhagem 4, classificada como intolerante, menor vigor foi observado quando
foi adotado o teor de agua de 35% nas sementes no teste de deterioracdo controlada. No entanto,
para outros materiais, a exemplo da linhagem 1, também classificada como intolerante, para a
maioria dos periodos de avaliacdo menores valores de vigor foram observados quando foram
utilizadas sementes com 25% de teor de agua.

Neste contexto, ao avaliar os resultados para todos os materiais genéticos e a interagdo
destes com teores de &gua das sementes adotadas no teste de deterioracdo controlada,
recomenda-se a utilizacdo de sementes com 25% de teor de agua para a fenotipagem, visando
a selecdo de materiais para a caracteristica de tolerancia a deterioracdo apo6s a colheita em
espigas.

Ao comparar os resultados do teste de germinacdo e os de vigor, quando das avaliacdes
realizadas no sétimo dia ap6s a semeadura, foram observados para a maioria dos tratamentos,
maiores valores de germinagdo em detrimento dos de vigor (Tabela 1). No entanto, para a
linhagem 5, classificada como tolerante, maiores valores de vigor foram observados em relacéo
aos de germinacdo, independentemente do teor de agua das sementes adotado no teste de
deterioracdo controlada. Justificar o maior potencial de germinagdo em relagdo ao vigor em
sementes parece 6bvio, em funcdo das consequéncias da deterioracdo de sementes, uma vez
que é esperada perda do vigor antes da de germinagdo. A linhagem 5 tem apresentado
caracteristicas de tolerancia aos estresses abidticos a exemplo de tolerancia a seca (\Von Pinho,
2021) ao frio durante o processo de germinacdo (Silva Neta et al., 2020) e tolerancias a altas
temperaturas durante o processo de germinacdo de sementes (Dutra et al., 2015). Os resultados
observados na presente pesquisa e nas demais citadas anteriormente, podem explicar os maiores
valores de vigor das sementes da linhagem 5, comparados aos observados no teste de

germinacao.



Tabela 1 - Resultados de vigor (%) de sementes de milho, pelo teste deterioracdo controlada, obtidos do terceiro ao sétimo dia ap6s a semeadura,
em sementes com 25% e 35% de teor de agua, de diferentes materiais genéticos, e resultados do teste de germinacao ao sétimo dia.

Materiais 30 dizil 40 diE'l 50 diE'l 6° dizil 7° dia'l
Genéticas Teor de Agua Teor de Agua Teor de Agua Teor de Agua Teor de Agua Germinacao ao 7° dia
25% 35% 25% 35% 25% 35% 25% 35% 25% 35%
Linhagem 1 18Db  24Ca 23Cb  42Ba 4Ca 7Ca 33Ca  26Cb | 44Ca* 33Cb* 72
Linhagem 2 48Ba 53Ba  54Ba 54Ba 73Aa  56Bb 75Ba  63Bb 88Aa  66Bb* 85
Linhagem 3 20Da 78Ab 22Cb 74Aa 13Bb 58Ba 23Db 76ABa | 37Cb* 79Aa 76
Linhagem 4 32Ca 1Db  53Ba 1Db 4Ca 1Db  38Ca 1Db 59Ba*  1Db* 86
Linhagem 5 77Aa  77Aa 91Aa 85Aa 86Aa 8lAa 95Aa  89Aa 96Aa  92Aa 85*
CcVv 5,39 11,88 7,92 6,55 4,86 3,64

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *

Significativo ao teste T.
Fonte: Da autora (2024).

ti%
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3.2 Avaliagdo da secagem das sementes apds o processo de deterioragdo controlada

Houve interacdo significativa entre os fatores material genético e secagem, em todos 0s
periodos de avaliacdo, do terceiro ao sétimo dia. Como descrito anteriormente houve a
necessidade de avaliar a necessidade ou ndo de secagem de sementes de milho apds a
deterioracdo das sementes e antes da realizagdo do teste de germinacdo (Tabela 2). Com base
nos resultados do primeiro ensaio, as sementes foram submetidas ao processo de deterioracéo
com 25% de teor de agua.

Quando as sementes foram submetidas a secagem e a avaliagdo realizada aos trés dias
apo6s a semeadura, maiores valores de vigor foram observados em sementes da linhagem 2,
seguida da linhagem 1, classificada como tolerante e intolerante. Ndo houve diferenca
estatistica entre os valores de vigor das sementes das linhagens 3 e 5 classificadas, como
intolerante e tolerante, respectivamente. No entanto, quando as sementes ndo foram submetidas
a secagem ap0s a deterioracdo e o teste de germinacao realizado na sequéncia, nas sementes
das linhagens classificadas como tolerantes a deterioracdo foram observados os maiores valores
de vigor. Também no quinto, sexto e sétimo dia de avaliacdo, apos a semeadura, foi possivel
discriminar os materiais genéticos de acordo com a classificacdo realizada anteriormente quanto
a deterioracdo das sementes (Tabela 2), sem a necessidade de submeter as sementes a secagem.
Também foi possivel, em alguns periodos de avalia¢do, discriminar os materiais genéticos para
a caracteristica em referéncia, quando as sementes foram submetidas a secagem. No entanto, a
realizacdo do teste sem a necessidade de secagem o torna mais rapido e pratico, caracteristicas
desejaveis para a fenotipagem de materiais genéticos em processos de selecdo, em programas
de melhoramento.

Importante ressaltar também, que em sementes das linhagens intolerantes e nao
submetidas a secagem, ap0s o processo de deterioracdo, foram observados os menores valores
de vigor ao sétimo dia de avaliacdo quando comparados aos valores de germinacao, também ao
sétimo dia de avaliag&o.

Ja para as sementes das linhagens tolerantes 2 e 5, os valores de vigor ndo diferenciaram
ou foram superiores quando foram deterioradas, sem secagem, em relacdo aos valores de
germinacdo, obtidas por meio do teste padréo de germinacdo. Como ja discutido anteriormente,
o fato de as linhagens serem tolerantes a deterioracdo e apresentarem mecanismos que
amenizam 0s danos sob estresse, explicam tais resultados. Resultados semelhantes foram
observados por Dutra et al. (2015), para a linhagem 5, sob condi¢fes de altas temperaturas

durante o processo de germinagéo.
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Assim, para a fenotipagem de materiais genéticos de milho, para a caracteristica de
tolerancia a deterioracdo, pos-colheita em espigas, por meio do teste e deterioragdo controlada,
ndo ha necessidade de submeter as sementes a secagem ap0s o processo de deterioracao,
anteriormente a realizacao do teste de germinacéo. Desta forma, o processo se torna mais rapido

e prético.



Tabela2 - Resultados de vigor (%) de sementes de milho, pelo teste de deterioragdo controlada, obtidos do terceiro ao sétimo dia apos a semeadura,
erminacdo no sétimo dia de avaliacéo.

submetidas (CS) ou ndo (SS) a secagem apds o processo de deterioracao e 0s de g

3° dia 4°dia 5° dia 6° dia 7° dia
Materiais - .
Método Método Método Método Método Germinacdo ao 72 dia
Genéticos
() SS CS SS () SS CS SS (&) SS
Linhagem 1 35Ba 18Db  55Ba 23Cb 3 CDa 4Ca 27ca 33Cda 74Ba  44Cb* 72
Linhagem 2 51Aa 48 Ba 93Aa 54Bb 40Ab 73Aa 97Aa 75Bb 99Aa* 88Ab 85
Linhagem 3 20Ca 20Da  49Ba 22Cb 8Ca 4Cb 25ca 23Da 72Ba  37Cb* 76
Linhagem 4 1Db 32Ca 2Cb 53Ba 1Db 12Ba 7Db 38Ca 2Cb* 58Ba* 86
Linhagem 5 14Cb 77Aa 5Bb 91Aa 28Bb 86Aa  77Bb 95Aa 91Aa 97Aa 85*
cv 10,24 7,79 10,7 10,8 4,27 3,64

Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *
Significativo ao teste T.

Fonte: Da autora (2023).

$14
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3.3 Avaliagdo do periodo de exposicdo a deterioracdo, no teste de deterioragdo
controlada

Apos a definicdo de teor de 4gua das sementes no processo de deterioragdo, houve a
necessidade de avaliar o periodo de exposicdo das sementes ao processo de deterioracdo. As
sementes foram expostas a deterioracdo por periodo de 48, 72 e 96 horas.

Quando as sementes dos materiais genéticos foram submetidas a deterioragdo por 96
horas, ndo se observou quaisquer germinacao e crescimento de plantulas, ou seja, houve a morte
de 100% das sementes. Diante disso, foram comparados os periodos de 48 e 72 horas de
deterioracao.

Foi observada interacdo significativa entre os fatores material genético e periodo de
deterioracdo, em todos os periodos avaliados, do terceiro ao sétimo dia de avaliacdo, apds a
semeadura (Tabela 3 A).

Ao analisar os dados constantes na Tabela 3, verifica-se que foi possivel discriminar os
genotipos quanto a tolerancia a deterioracdo, quando as sementes foram deterioradas por 48 e
72 horas, em todos os periodos de avaliagéo.

Importante ressaltar, que os maiores valores de vigor das sementes submetidas aos
periodos de 48 e 72 horas de deterioracdo e avaliados do terceiro ao sétimo dia apos a
semeadura, foram observados, para a maioria dos resultados, para as linhagens 2 e 5,
classificadas como tolerantes a deterioracdo, e também em sementes hibridas provenientes do
cruzamento 4 x 5, no qual o parental feminino é a linhagem 5. Essa linhagem 5 tem se destacado
em outras pesquisas nas quais foram estudadas a tolerancia aos estresses abidticos (Von Pinho,
2021; Silva Neta et al., 2020; Dutra et al., 2015; Abreu et al., 2016; Abreu et al., 2017; Abreu
et al., 2019; Souza, 2022; Salgado, 2005).

Abreu et al. (2019) e Roveri et al. (2005), ao estudarem o controle genético para as
caracteristicas de tolerdncia a seca e tolerancia de sementes as temperaturas de secagem,
respectivamente, observaram que para estas caracteristicas o efeito é materno, com a
participacao dos genes aditivos e ndo aditivos. Na presente pesquisa, com os resultados obtidos
ndo é possivel concluir sobre o controle genético para a caracteristica de toleréncia a
deterioracdo, em fungéo dos tratamentos testados, uma vez que 0s objetivos propostos foram
outros. No entanto, é possivel inferir sobre o potencial da linhagem 5 em relacéo a toleréncia a
deterioracdo pés colheita em espigas. Também podem ser observados menores valores de vigor
em sementes da linhagem 1, classificada como intolerante, deterioradas por 48 horas, em todos

os periodos de avaliacdo, do terceiro ao sétimo dia, apds a semeadura.
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Deve ser ressaltado ainda, que nos processos de fenotipagem, a selecdo precoce, de
forma répida e segura é fundamental para a aplicacdo em programas de melhoramento. Assim,
a deterioracdo das sementes por 48 horas, e a avaliacdo no terceiro dia, parecem viabilizar a
fenotipagem em grande escala. De acordo com Marinho et al. (2021) a germinacdo apés a
deterioragdo controlada, utilizando um menor tempo de deterioracéo é eficiente para reduzir o
tempo da realizagéo do teste.

Pela Tabela 3 é possivel comparar os resultados obtidos no teste padrdo de germinacéo
e de vigor de sementes submetidas a 48 horas de deterioragdo, ambos avaliados no sétimo dia
apos a semeadura. Nao foram observadas diferencas significativas nos resultados de vigor e
germinagdo para os materiais genéticos, linhagem 2, linhagem 5, hibridos 4 x 1 e 4 x 5. Ressalta-
se que, para as linhagens 2 e 5, classificadas como tolerante,s e para o hibrido 4 x 5, estes
resultados podem ser explicados pela caracteristica de tolerancia a deterioracdo. Para os demais
materiais genéticos, cujas sementes também foram deterioradas por 48 horas, foram observados

maiores valores de germinac&o, os quais foram obtidos sob condi¢des favoraveis a germinagao.



Tabela 3 - Resultados de vigor (%) de sementes de milho, de diferentes materiais genéticos, expostas por 48 e 72 horas de deterioracdo,
obtidos do terceiro ao sétimo dia apds a semeadura, e resultados de germinacao.

o 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia
Materials . .
. Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Germinacdo ao 7° dia
Genéticos
48 72 48 72 48 72 48 72 48 72

Linhagem 1 9Db 24Ca 10Eb 31Ca 1Fb  7CDa 6Gb 12CDa | 15Db* 27Ea* 72
Linhagem 2 82Aa 57Bb  85Aba 73Ab 85Aa 61ABb  90Aa 78Ab | 96Aa 79Bb* 85*
Linhagem 3 46Ba  16Db 37Da 18Db 21Da  5Db 34EFa  17Cb |53Ca* 22Eb** 76
Linhagrm 4 48Ba 9Eb 53Ca  12Eb 23Da 1Eb 28Fa 6Eb |54Ca* 9Gb** 86
Linhagem 5 85Aa 68ABb 95Aa 80Ab 86Aa 57Bb 96Aa 77Ab | 97Aa 92Aa 85*
4x1 80Aa 68ABb 91Aa 56Bb 32Ca  7Db 50CDa 32Bb | 83Ba 63Cb* 85
4x2 31Ca 3Fb 37Da 11Eb 22Da  5Db 54Ca 11Db | 61Ca* 15Fb** 87
4x3 35Ca  30Ch 56Ca 49Bb 13Ea 12Ca 41DEa 27Bb |57Ca* 49Db* 80
4x5 76Aa  70Aa 78Ba 72Aa 57Bb  71Aa 71Ba 75Aa | 83Ba 78Ba* 80
Cv 4,83 4,32 7,17 5,53 3,7 4,01

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula, na coluna, e minudscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
* Significativo ao teste T.
Fonte: Da autora (2024).

4
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3.4  Avaliagdo da desifestacdo das sementes, com hipoclorito de sédio 1%, no teste de
deterioracdo controlada

Pelos resultados dos ensaios apresentados até 0 momento, foi possivel definir o teor de
agua das sementes, periodo de deterioracdo e influéncia da secagem, para a definicdo da
metodologia para a fenotipagem de materiais genéticos para a caracteristica de tolerancia a
deterioracdo das sementes pos-colheita em espigas.

No entanto, durante as avaliacdes dos ensaios foi observada a presenca de patdgenos,
principalmente de fungos de armazenamento. Assim, com o objetivo de avaliar todos os fatores
que pudessem interferir nos resultados, foi avaliada a influéncia da desinfestagdo com
hipoclorito sobre a qualidade fisioldgica das sementes.

No processo de desinfestacdo das sementes, foi utilizada a solucdo de hipoclorito de
sodio 1%, antes do processo de deterioracdo das sementes (AD), apGs 0 processo de
deterioracdo das sementes (DD) e foi utilizada como testemunha sementes sem a desinfestagéo
(SD).

Foi observada interacdo significativa entre os fatores material genético e solucédo de
hipoclorito de sédio para a caracteristica de vigor, avaliado em todos os periodos de avalicao,
do terceiro ao sétimo dia (Tabela 4 A).

Pela Tabela 4, pode ser observado que independentemente da utilizacdo ou ndo da
solucdo de hipoclorito de sddio, antes ou ap6s o periodo de deterioracdo das sementes por 48
horas e do periodo de avaliacao do vigor das plantulas, terceiro ao sétimo dia, os maiores valores
de vigor em sementes da linhagem 5, classificada como tolerante. Os menores valores de vigor
foram observados em sementes da linhagem 1, em todos os tratamentos, a exce¢éo do observado
aos trés dias de avaliacdo em que ndo houve diferenca significativa entre os valores de vigor
observados para as sementes da linhagem 1 e das hibridas 4 x 2.

Ao avaliar os resultados de vigor entre os tratamentos ou ndo com solucgéo de hipoclorito
de sodio, para cada material genético pdde-se observar que: em sementes da linhagem 5,
tolerante, ndo houve diferencas significativas nos valores de vigor das sementes desinfestadas
antes e ap0s a deterioracdo e daquela ndo submetida a desinfestagdo com solucéo de hipoclorito,
nos diferentes periodos avaliados. Ja para a linhagem 1, intolerante, e o hibrido 4 x 2, a
desinfestacdo com a solucéo de hipoclorito de sddio apds o processo de deterioracdo, antes de
as mesmas serem submetidas ao teste de germinacgéo, teve efeito negativo sobre o vigor das

sementes.
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Diante destes resultados, conclui-se que ndo ha a necessidade de desinfestar as sementes
com a solucdo de hipoclorito de sddio a 1%, quando da realizacdo do teste de deterioracéo
controlada, para fins de fenotipagem para a caracteristica em referéncia.

Cappelini et al. (2005), apos realizarem desinfestacdo de sementes de milho, com
hipoclorito de sodio 1%, por trés minutos, verificaram maior porcentagem de vigor pelo teste
de envelhecimento acelerado, quando as mesmas ndo foram desinfestadas.

Quando foram comparados os resultados de vigor das sementes submetidas ou nédo a
desinfestacdo com as observadas no teste padrdo de germinacdo (Tabela 4), em sementes
desinfestadas com a solucéo de hipoclorito de sddio 1% ap6s o processo de deterioracao, houve
menores valores de vigor das sementes, em relacdo aos resultados de germinacdo, ambas
avaliadas ao sétimo dia apds a semeadura.

Importante ressaltar que, para a linhagem tolerante a deterioracdo, linhagem 5, os
valores de vigor das sementes desinfestadas antes da deterioracdo ou sem desinfestacéo, foram
estatisticamente iguais aos observados no teste padréo de germinacdo. Isto ndo foi observado
em sementes da linhagem 1 e das hibridas 4 x 2 para as quais foram observados maiores valores
de germinacdo em relacao aos de vigor.

Assim, diante destes resultados é possivel reiterar que ndo ha necessidade de desinfestar
as sementes, com solucdo de hipoclorito de sédio, durante o teste de deterioracdo controlada,
para fins de fenotipagem para a caracteristica de tolerancia das sementes a deterioragdo pos-
colheita em espigas. Também pode-se concluir que os fungos de armazenamento, presentes, no
nivel apresentado nos lotes de sementes de milho nesta pesquisa, ndo interferiram na distingéo
dos genotipos, para a caracteristica em referéncia.

O fato de ndo haver necessidade de desinfestar as sementes submetidas a deterioragédo
controlada € uma vantagem, considerando o tempo, rapidez e a economicidade para o processo
de fenotipagem.

Neste contexto, ao avaliar as diferentes metodologias de fenotipagem dos materiais
geneéticos, para a caracteristica de tolerancia das sementes a deterioracdo pos-colheita em
espigas, por meio do teste de deterioracdo controlada, recomenda-se a utilizagdo de sementes
com teor de agua ajustado para 25%, exposi¢cdo ao processo de deterioracdo por 48 horas, sem
a necessidade de secagem ap0s a deterioracdo e na auséncia de desinfestacao.

Em relacdo ao tema, durante a revisdo, foi observado que na maioria das pesquisas, 0
teste de deterioracdo controlada, para a avaliacdo de vigor, ndo é realizado em sementes

tratadas.



Tabela 4 - Resultados de vigor (%) de sementes de milho de diferentes materiais genéticos, submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sédio
antes do processo de deterioracdao controlada (AD), apés a deterioracdo controlada (DD) e ndo submetido a desinfestacdo (SD) e a

germinaco realizada ao sétimo dia de avaliacéo.
o 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia

Materiais i ! i i i i i i i i L )
Gendti Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito Germinagdo ao 7° dia
eneticos

AD DD SD AD DD SD AD DD SD AD DD SD AD DD SD
L1 41Ba 17Cb 41Ca 43Ca 22Cb 47Ca 7Ca 2Cb 4Cab 32Ca 18Cb 26Ca47Ca* 31Cb** 50Ca* 74
L5 92Aa 85Aa 95Aa 95Aa 91Aa 97Aa 89Aa 84Aa 90Aa 96Aa 8BAa 96Aa: 97Aa 93Aa* 99%Aa 97
4x2 45Bb 27Bc 56Ba 56Bb 40Bc 65Ba 34Bb 14Bc 44Ba 60Ba 36Bb 55Ba65Ba* 41Bb** 67Ba* 80

CcvVv 5,22 4.4 7,67 6,22 4,55 3,89
Médias seguidas pela mesma letra, maitscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *
Significativo ao teste T.
Fonte: Da autora (2024).

GG
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3.5  Teste de deterioracdo controlada para a fenotipagem dos genoétipos da
Empresa Bayer

A partir da definicdo da metodologia do teste de deterioragéo controlada para a
fenotipagem de gendtipos de milho do programa de melhoramento da UFLA, para a
caracteristica de tolerancia a deterioracdo das sementes pos-colheita em espigas, foram
avaliados materiais genéticos da Empresa Bayer. Estas sementes foram produzidas em
campos de producdo de sementes desta empresa.

Houve efeito significativo do gendtipo sobre o vigor das sementes avaliado por
meio do teste de deterioracdo controlada, em todos os periodos de avaliacao, do terceiro
ao sétimo dia (Tabela 5A).

De forma geral, foram observados maiores valores de vigor das sementes do
gendtipo IR2M-0080, submetidas ao teste de deterioracdo controlada (Tabela 5). Ja em
sementes do genotipo UKGRAO-1583, houve os menores valores de vigor.

Ao trés, seis e sete dias de avaliagdo, foram observados os maiores valores de
vigor em sementes dos materiais genéticos IR2M-0080 e U1R1M-5047, os quais ndo
diferenciaram entre si. Os demais materiais genéticos se comportaram como
intermediarios.

Ao comparar os resultados de vigor das sementes dos materiais genéticos
submetidos aos testes de deterioracdo controlada e de germinacdo, respectivamente,
ambos avaliados no sétimo dia ap6s a semeadura, houve diferencas significativas entre
os resultados para os materiais genéticos UIR1M-8419, UKGRAO-1383 e UKGRAO-
1583. Merecem destaque, no sétimo dia de avaliacdo, os valores de vigor observados para
0s materiais genéticos IR2M-0080 e UKGRAO-1583, os quais foram superiores e

inferiores, respectivamente, em relacdo aos demais, na maioria dos periodos avaliados.
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Tabela 5 - Resultados de vigor (%) de sementes de milho de diferentes materiais
genéticos, submetidos ao teste de deterioracdo controlada, obtidos do
terceiro ao sétimo dia ap06s a semeadura e a germinacao realizada ao sétimo
dia de avaliacdo.

Materiais 3°dia 4°dia 5°dia 6°diaj 7°dia Germinagdo ao 7° dia
UJR1M - 8419 11B 36C 1D 8B {37C* 64
UKGRADO - 1583 2C 1D 1D 3C ;26D 65
UKGRAO-1383 18B 47B 23BC 57A  70B* 84
U1lR1M - 5047 31A 38BC 21B 53A 72AB 76
IR2M — 0080 33A 72A 33A 58A 84A 85
Ccv 12,21 13,01 13,64 8,44 i 449 6,59

Meédias seguidas pela mesma letra, maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. * Significativo ao teste T.
Fonte: D autora (2024).

Em relacdo a avaliacdo de caracteristicas de plantulas, avaliadas por meio da
analise de imagem, foi observada interacdo significativa entre os fatores material genético
e exposicdo ou ndo das sementes a deterioracdo controlada para as variaveis:
comprimento da raiz secundaria (CRS), comprimento da raiz primaria (CRP),
comprimento total (CT) e comprimento total + secundéarias (CTS) (Tabela 6).

Os maiores e menores valores de comprimento da raiz secundaria e comprimento
total + secundarias, foram observados em plantulas provenientes das cultivares IR2M-
0080 e UKGRAO-1583, respectivamente, expostas ou ndo a deterioracdo controlada.
Para os demais materiais genéticos os valores para estas varidveis foram intermediarios
em relacdo aos observados para os dois materiais citados acima. Em relacdo ao
comprimento total, maiores valores foram observados em plantulas provenientes de
sementes da cultivar IR2ZM-0080, expostas ou ndo expostas a deterioracao, sendo que para
expostas, ndo houve diferenca significativa em relacdo aos valores observados para a
cultivar UIR1M-8419 (Tabela 6).

Para a variavel comprimento da raiz primaria, maiores valores foram observados
em plantulas provenientes de sementes das cultivares IR2ZM-0080 e UKGRAO-1383, ndo
submetidas a deterioracdo e para as sementes das cultivares IR2ZM-0080 e UJIR1M-8419,
expostas & deterioracdo. Apos a anélise de dados, de uma maneira geral, observa-se maior
crescimento de plantulas provenientes de sementes da cultivar IR2ZM-0080 e menor, para

a maioria das variaveis, em plantulas provenientes de sementes da cultivar UKGRAI-



58

1583. Ressalta-se que, o maior e menor vigor, avaliados pelo teste de deterioracdo
controlada, também foram observadas em sementes destas cultivares (Tabela 6).

Ao comparar os resultados do crescimento de plantulas provenientes de sementes
expostas ou ndo a deterioracdo controlada, para cada material genético, foi possivel
observar que para as variaveis: comprimento da raiz secundaria, comprimento total e
comprimento total + secundérias, os maiores valores foram observados em sementes
submetidas a deterioracdo controlada, com destaque para as varidveis nas quais eram
computadas as raizes secundarias. Em relacdo a estes resultados é importante considerar
alguns aspectos: sementes submetidas a deterioracdo controlada se encontravam com
25% de teor de &gua, ou seja, mais avangadas no processo de germinagdo em relagdo as
sementes ndo submetidas a deterioracdo as quais se encontravam com cerca de 13% de
teor de 4gua. Outro aspecto muito importante é o fato de as plantulas, principalmente, as
das cultivares tolerantes aos fatores abiéticos, terem o crescimento de suas raizes
secundarias estimulado, sob condi¢des de estresse. Isto pode ser observado pelos valores
absolutos e relativos de comprimento da raiz secundaria, comprimento total e
comprimento total + secundéarias provenientes de sementes da cultivar IR2M-0080,
submetidas a deterioracdo controlada (Tabela 6).

Von Pinho (2021), observou maior crescimento de raizes secundérias em plantulas
de milho de materiais geneticos tolerantes ao déficit hidrico. Além disso, a autora
concluiu que por meio da analise de imagem foi possivel a fenotipagem dos materiais
genéticos tolerantes ao déficit hidrico. Ela ressaltou também, a vantagem de esta técnica
ser mais rapida e depender menos de mao de obra, em relacdo a avaliacdo manual.

O uso de andlise de imagens possibilita maior confiabilidade dos resultados,
agilidade e também menor interferéncia humana (Santos et al., 2020). Também existe a
vantagem da captura das imagens e analise posterior, diferentemente do que acontece
quando é realizada manualmente. Lima et al. (2023) verificaram que a avalia¢do do vigor
de plantulas de algoddo por meio da analise de imagem € eficiente para realizar a
fenotipagem para a caracteristica do linter residual em sementes. Ja Silva et al. (2021)
também verificaram que a fenotipagem realizada pela analise de imagem foi eficiente

para discriminar genotipos de goiabeira.
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Tabela 6 - Resultados de comprimento da raiz secundéria (CRS); comprimento da raiz primaria (CRP); comprimento total (CT) e comprimento
total + comprimento das raizes secundarias (CTS), provenientes de sementes submetidas a deterioracdo controlada, avaliados ao
terceiro dia apos a semeadura.

Analise de Imagem ao terceiro dia

o ) CRS CRP CT CTS
Materiais Genéticos
CD SD CD SD CD SD CD SD
UJR1M - 8419 5,9 Ba 15Cb 5,6 Aa 3,6 Bb 70Aa 4,1Bb 12,9 Ba 6,1 BCb
UKGRADO - 1583 1,6 Da 0,4 Db 3,9 Ba 3,5Ba 49Ba 45Ba 6,5 Da 4,5Cb
UK GRAO - 1383 5,7 Bca 3,2Bb 38Ba 44Aba 49Ba 52Ba 10,6 Bca 8,4 Bb
U1lR1M - 5047 3,9 Ca 26 BCb 3,4Bb 4,2 Ba 45Ba 51Ba 8,5 Cda 7,7 Ba
IR2M — 0080 9,6 Aa 6,6 Ab 6,2 Aa 55 Aa 8,1Aa 6,9Ab 17,7 Aa 13,6 Ab
CVv 9,4 12,4 51 6,5
Médias seguidas pela mesma letra, maitscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Da autora (2024).
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Os coeficientes de correlacdo foram calculados a partir dos dados de caracteristicas de
plantulas, provenientes de sementes submetidas a deterioragdo controlada, avaliadas nos
periodos de trés a sete dias ap0s a semeadura, por meio da analise de imagem (Tabela 7).

Ao considerar os dados obtidos na avaliacdo realizada no terceiro dia apds a semeadura
em comparagdo com os demais periodos de avaliacdo, foi observado maior valor de correlagdo
0,89, com os dados obtidos no sétimo dia, ap6s a semeadura. Uma vez que foi possivel
discriminar os materiais genéticos quanto a tolerancia a deterioracéo das sementes pés colheita,
por meio de metodologia proposta do teste de deterioracdo controlada, no terceiro dia apds a
semeadura, ndo ha razdo para estender o periodo de avaliacdo. Além disso, o processo de
fenotipagem pode ser feito em grande escala e consequentemente a rapidez é uma caracteristica
desejavel.

Verificou-se alta correlacdo 0,97, entre os dados de comprimento da raiz secundaria e
comprimento total + comprimento de raizes secundérias (Tabela 7).

O coeficiente de correlacdo de 0,99 foi observado entre as variaveis comprimento da
raiz priméaria e comprimento total. Este resultado era esperado uma vez que o comprimento da
raiz primaria € computado no comprimento total da plantula. Também foi observado alto
coeficiente de correlacéo, 0,84, entre 0 comprimento de raiz priméria e o comprimento total +
comprimento das raizes secundarias.

Resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2023) quando verificaram
correlacdo positiva entre os dados de caracteristicas de plantulas avaliadas por meio da anélise
de imagem, os dados de plantulas normais obtidas por meio do teste de germinacdo padrao.

Padilha et al. (2001) observaram correlagdo positiva 0,78, entre os dados de vigor,
obtidas por meio do teste de deterioracdo controlada, no qual as sementes com 25% de teor de
agua foram deterioradas e o de emergéncia de plantulas, em condi¢des de estresse hidrico. Ja
Ledo-Araljo et al. (2017) também verificaram correlacéo positiva entre o teste emergéncia de

plantulas com os dados de analise de imagem em plantulas de crambe.
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Tabela 7 -  Coeficiente de Correlacdo, dos dados de caracteristicas de plantulas para as varidveis, comprimento da raiz secundaria (CRS);
comprimento da raiz priméaria (CRP); comprimento total (CT) e comprimento total + comprimento das raizes secundarias (CTS),
provenientes de sementes submetidas a deterioracdo controlada ,avaliadas do terceiro ao sétimo dia ap6s a semeadura, por meio da
analise de imagem.

Coeficiente de Correlacéo ao terceiro dia

Materiais Terceiro Quiarto Quinto Sexto Sétimo TRS TRP TT TTS
Materiais 1
Terceiro 0,83*
Quarto 0,66 0,74* 1
Quinto 0,9* 0,79* 0,8* 1
Sexto 0,84* 0,8* 0,77* 0,95* 1
Sétimo 0,88* 0,89* 0,85* 0,92* 0,93* 1
TRS 0,5 0,64 0,84 0,58 0,49 0,66 1
TRP 0,08 0,22 0,48 0,11 -0,06 0,16 0,69* 1
TT 0,16 0,3 0,54 0,18 0,01 0,23 0,77* 0,99* 1
TTS 0,4 0,55 0,78 0,47 0,34 0,54 0,97* 0,84* 0,9* 1

*(P<0,001); **(P=0,005).
Fonte: Da autora (2024).
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3.6 Expressdo de Proteinas

Em relacdo a expressdo da enzima piruvato descarboxilase, maior expressdo foi
observada em sementes dos diferentes materiais genéticos, ndo submetidos ao processo de
deterioracdo controlada. Isto p6de ser observado em subunidades com pesos moleculares
maiores e menores. Esta diferenga pode ser observada tanto na intensidade das subunidades
como na presenca e auséncia destas, a exemplo da subunidade identificada como 1.

Quando a expressdo desta enzima é comparada entre 0s materiais genéticos utilizados
ha diferencas principalmente em relagdo a intensidade das subunidades. Em sementes hibridas,
4 x 2, hd menor intensidade da subunidade identificada como 2.

Ao associar a expressdo desta enzima com o vigor das sementes submetidas ou ndo ao
teste de deterioracdo controlada, houve maior expressao da enzima piruvato descarboxilase em
sementes com maior vigor, ndo submetidas a deterioracdo controlada. Isso péde ser observado

para os diferentes materiais genéticos avaliados, subunidade 1 e 3.

Figura 1 - Expressdo da enzima piruvato descarboxilase, em gendtipos de milho, submetidas a
dois tratamentos: com deterioragdo (C) e sem deterioragdo (S).
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A piruvato descarboxilase tem como funcéo converter o piruvato em acetaldeido (Zhang
et al., 2016; Tian et al., 2017) e estd envolvida no metabolismo anaerdbico da respiracao
(Almeida et al., 2019).

Sabe-se que o acetaldeido produzido a partir da acdo da piruvato descarboxilase pode
afetar negativamente a qualidade fisioldgica das sementes, por acelerar o processo de
deterioracdo das sementes. No entanto, deve ser ressaltado que o acimulo de acetaldeido em
sementes depende da atividade da alcool desidrogenase (ADH).

Segundo Chaengsakul et al. (2019) e Oliveira et al. (2020), a alcool desidrogenase
(ADH) é uma enzima que atua no processo respiratorio, rota anaerdbica e evita o acumulo de
acetaldeido que € considerado um composto toxico a célula, convertendo ao etanol.

Nery et al. (2018) também observaram em sementes de gergelim, submetidas ao teste
de envelhecimento acelerado, menores expressdes da enzima alcool desidrogenase, e menor
qualidade fisiol6gica destas sementes.

Quando da avaliacdo do zimograma da Figura 2, maiores expressdes da enzima alcool
desidrogenase foram observadas em sementes nao expostas ao processo de deterioracao.

Assim, considerando que as enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase sdo
expressas na rota anaerobica da respiracdo, e que de alguma forma possuem atividades
dependentes, ha coeréncia dos resultados em relagdo a expressdo de ambas nesta pesquisa. Em
sementes ndo submetidas ao processo de deterioracdo controlada houve maior expresséo da
enzima piruvato descarboxilase, com a consequente producéo de acetaldeido. Nestas sementes
também houve maior atividade da ADH, para o controle ou reducdo do acetaldeido e também
foram observados os menores valores de vigor, pelo teste de deterioragdo controlada (Tabela 3
eb).

Comparando a expressdo da ADH em sementes dos diferentes materiais genéticos,
maiores expressdes foram observadas em sementes dos hibridos UKGRAO-1383, 4 X 5 e da
linhagem 4, ndo expostas ao processo de deterioracdo. Menor expressdo desta enzima foi
observada em sementes expostas ao processo de deterioracdo, dos materiais genéticos IR2M-
0080 e da linhagem 5, ambas classificadas como tolerantes & deterioracao.

Infere-se que as sementes submetidas a deterioracdo controlada possuem menor
atividade das enzimas da rota anaerobica. Ressalta-se que estas sementes se encontravam com
25% de teor de agua, quando submetidas ao teste de germinacao e as nao expostas a deterioracdo

se encontravam com 13% de teor de agua.
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Figura 2 - Expressdo da enzima alcool desidrogenase (ADH), em genétipos de milho,
submetidas a dois tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracdo (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Outra enzima envolvida no processo de respiracdo é a Malato desidrogenase, MDH.
Esta enzima catalisa a conversdo de malato ao oxaloacetato no Ciclo de Krebs. Segundo Spinola
et al. (2000) esta enzima estd envolvida no movimento de malato através da membrana da
mitocondria e outros compartimentos celulares. Segundo estes autores esta enzima é de
natureza constitutiva.

Na presente pesquisa maior atividade desta enzima foi observada em sementes néo
submetidas a deterioracdo, para a maioria dos materiais genéticos estudados. Ao comparar a
expressdao da MDH entre os materiais genéticos, maiores expressées foram observadas em
sementes nao submetidas a deterioracdo, dos hibridos IR2ZM-0080, 4 x 2 e UKGRAO-1383 ¢
da linhagem 5, para as quais também foram observados os maiores valores de vigor.
Considerando ainda as sementes ndo submetidas a deterioragdo, menor expressdo da enzima
MDH foi observada para os materiais genéticos UKGRAO-1583 e linhagem 4, ambas

classificadas como ndo tolerantes a deterioracao.
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Figura 3 - Expressdo da enzima malato desidrogenase (MDH), em gen6tipos de milho,
submetidas a dois tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracao (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Abreu et al. (2014) ndo observaram diferenca na intensidade da atividade da enzima
malato desidrogenase em sementes de milho, submetidas a diferentes potenciais osméticos,
definidos por meio de PEG -0,3, -0,6 e -0,9 para simular deficiéncia hidrica durante o processo
de germinacdo das sementes e crescimento de plantulas.

Os resultados observados na presente pesquisa corroboram os de Santos et al. (2016),
que observaram maior expressdo da enzima malato desidrogenase em sementes de milho mais
vigorosas, obtidas por meio de cinco lotes de sementes hibridos com diferentes niveis de vigor.

Ao avaliar em conjunto, as expressdes das enzimas piruvato descarboxilase, ADH e
MDH, todas envolvidas no processo de respiracdo e fundamentais para o processo de
germinacdo e crescimento de plantulas pode-se inferir que a maior expressao destas enzimas
ocorre em sementes mais vigorosas, que dao origem as plantulas mais desenvolvidas. Assim,
em sementes de maior vigor, ndo submetidas a deterioracdo foram observadas as maiores
expressdes destas enzimas.

Por fim, deve ser ressaltado que enzimas da respiracdo sdo fundamentais para a
producéo de energia para que ocorra a germinacao. Além disso, algumas enzimas como a MDH
sdo importantes para a formacdo dos precursores de aminoacidos e, consequentemente,
influenciam no crescimento de plantulas.

Sabe-se que um dos principais fatores que influenciam a deterioracdo de sementes € a
producéo de especies reativas de oxigénio (ROS), como superdxido (O2), radicais hidroxila
(OH"), peroxido de hidrogénio (H202), entre outras. Estas espécies podem causar danos
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oxidativos as biomoléculas, a exemplos de lipidios, proteinas e DNA, 0 que compromete a
germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas. No entanto, os danos de ROS podem
ser neutralizados por meio da atividade de enzimas antioxidantes a exemplo da superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX), dentre outras.

Na presente pesquisa foram avaliadas as atividades das enzimas antioxidantes, SOD,
CAT e POX. Para estas trés enzimas foram observadas diferencas das expressdes entre 0s
materiais genéticos avaliados, assim como nas das sementes submetidas ou ndo ao processo de
deterioracdo controlada.

Para a enzima superoxido dismutase, houve maior expressdo em sementes ndo
submetidas a deterioracdo controlada, para a maioria dos materiais avaliados com destaque para
0 observado em sementes dos hibridos UKGRAO-1383, 4 x 2 e da linhagem 4. Importante
ressaltar, que em sementes da linhagem 5, classificadas como tolerante a deterioracédo, 0s
padrdes observados em sementes deterioradas ou ndo foram 0os mesmos.

Ao comparar a expressdo da SOD em sementes dos diferentes materiais genéticos pode-
se observar que: a maior expressao foi observada em sementes dos hibridos UKGRAO-1383,
UKGRAO-1583 e 4 x 5, em sementes submetidas ou ndo a deterioracéo.

A superoxido dismutase é uma enzima que atua no sistema de defesa antioxidante, com
a funcdo de remover o superoxido, dificultando a formacéao do radical hidroxila (Del Rio et al.,
2018). Esta enzima atua na primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e transforma o superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (Gill; Tuteja, 2010;
Dutra et al. 2015; Liu et al., 2019; Paul; Roychoudhury, 2017).
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Figura 4 - Expressdo da enzima superdxido dismutase (SOD), em gendétipos de milho,
submetidas a dois tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracdo (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Para a enzima catalase, houve variacdo da expressdo em sementes dos diferentes
materiais genéticos, sendo que a maior expressao foi observada em sementes do hibrido IR2M-
0080, classificada como tolerante a deterioracdo, independentemente de as sementes terem sido
submetidas ou ndo ao processo de deterioracdo controlada.

Ao comparar a expressdo destas enzimas em sementes submetidas ou ndo a deterioracéo,
maiores expressdes foram observadas em sementes ndo submetidas ao processo de
deterioracdo, o que também foi observado, de uma maneira geral, para a enzima SOD.

De forma semelhante, isto também foi observado quando da avaliacdo da expressao da
peroxidase, ou seja, houve menor atividade desta enzima em sementes submetidas ao processo

de deterioracdo. Excecdo foi observada apenas em sementes do material genético UKGRAO-

1583.
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Figura 5 -  Expressdo da enzima catalase, em gendétipos de milho, submetidas a dois
tratamentos: com deterioracéo (C) e sem deterioracéo (S).
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Sabe-se que a SOD, CAT e POX desempenham papéis importantes na protecéo contra

danos oxidativos. A catalase e a peroxidase estdo envolvidas na decomposicéo do perdxido de
hidrogénio, H2O>, formado a partir da acdo da SOD (Bian et al., 2024).

A catalase esta envolvida no processo de desintoxicacdo da célula, decompondo o
peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio (Kibinza et al., 2011; Anjum et al., 2016). Essa
enzima atua principalmente nos peroxissomos (Choudhary; Kumar; Kaur, 2020). Alem de
realizar a desintoxicacao celular, transformacao as espécies reativas ao oxigénio em substancia
ndo reativas, por meio da reacdo de dismutacdo (Paul; Roychoudhury, 2017; Marques et al.,
2019).

A peroxidase, como ja descrito, também esté envolvida na desintoxicacéo de compostos
toxicos como perdxidos e fendis. Na presente pesquisa, houve diferenca da expressao da
peroxidase em sementes dos diferentes materiais genéticos avaliados. Ao comparar a expressao
em sementes das duas linhagens 4 e 5, ndo tolerante e tolerante a deterioracdo, respectivamente,
maior expressdo foi observada em sementes da linhagem 4. Dentre todos os materiais
estudados, maior expressdo desta enzima foi observada em sementes da cultivar UKGRAO-
1583, para a qual foi observada uma subunidade (1), ndo observada nos demais materiais

(Figura 6).
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Figura 6 - Expressdo da enzima peroxidase, em genotipos de milho, submetidas a dois
tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracao (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Importante ressaltar que as enzimas do sistema antioxidante desempenham fungdes
cruciais na protecdo do metabolismo celular durante o processo de germinagéo e crescimento
de plantulas. No entanto, as atividades destas enzimas podem ser comprometidas durante a
deterioracdo das sementes, o que resulta em aumento de ROS e, consequentemente, 0s danos
oxidativos.

Por meio de pesquisas tem sido observado que em sementes expostas as condi¢fes de
estresse, a exemplo de alta umidade relativa e temperatura e deficiéncia hidrica durante o
processo de germinacgéo, a atividade de enzimas do sistema antioxidante pode ser insuficiente
para proteger as células dos danos oxidativos o que contribui para a maior deterioracdo das
sementes (Jhanji et al., 2024).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) também estdo ligadas a peroxidacdo dos
lipideos, com a consequente fluidez do sistema de membranas celulares e da capacidade seletiva
deste (Paul; Roychoudhury 2017; Marques et al., 2019).

A peroxidacdo lipidica envolve a oxidacdo de lipideos, como fosfolipidios e acidos
graxos insaturados, o que resulta na formacao de produtos téxicos, como aldeidos e perdxidos.

Outra enzima que também pode estar envolvida no metabolismo de lipideos e
consequentemente no processo de deterioracdo de sementes € a esterase (Dubal et al., 2016).

Na presente pesquisa, para a maioria dos materiais genéticos avaliados, menor expressao
da enzima esterase foi observada em sementes submetidas ao processo de deterioracao
controlada. Padrdes semelhantes de expressdo foram observados em sementes deterioradas ou
ndo do hibrido 4 x 5 (Figura 7).
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Ao comparar a expresséo desta enzima em sementes das linhagens 4 e 5, classificadas
como intolerante e tolerante, respectivamente, quanto a caracteristica de deterioracdo, maior
expressdao foi observada para a intolerante. Ressalta-se que a producdo destas sementes foi
realizada nas mesmas condicdes edafoclimaticas, assim como o processamento destas pos-
colheita. J& em sementes do hibrido UKGRAO-1583, que se mostrou com baixo vigor, pelo

teste de deterioracdo controlada também foi observada baixa expressdo da enzima (Figura 7).

Figura 7 - Expressdo da enzima esterase, em genotipos de milho, submetidas a dois tratamentos:
com deterioracdo (C) e sem deterioracao (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Ferreira et al. (2015) observaram em sementes de milho em elevado nivel de
deterioracdo, maior expressdo da enzima esterase. Ja Oliveira et al. (2020) ndo observaram
diferengas da expressdo da esterase entre os hibridos avaliados, quando as sementes foram
tratadas com inseticidas e armazenadas por nove meses. E uma enzima que esta envolvida na
reacdo de hidrolise de ésteres (Silva et al., 2018).

Insta ressaltar, que essa enzima envolvida na quebra de ésteres de acidos graxos, pode
contribuir para a mobilizacdo de reservas de energia durante a germinagdo de sementes e
crescimento inicial das plantulas. Ao avaliar os resultados de expressdo desta enzima
observados na presente pesquisa, infere-se que o processo de deterioracdo ao qual as sementes
de milho foram submetidas, pode ter prejudicado a atividade da enzima e, consequentemente,
a mobilizacdo de reservas de energia durante a germinagcdo das sementes e crescimento das
plantulas. Isto explicaria a menor atividade da esterase em sementes submetidas ao processo de

deterioracdo e 0 menor vigor das sementes, avaliados pelo teste de deterioragéo controlada.
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No entanto, 0s aspectos bioquimicos da deterioragdo de sementes de milho envolvem
uma série de processos que afetam a composicao e integridade das biomoléculas. Durante o
processo de deterioracdo ocorrem mudancas nas concentracGes de varias substancias como:
carboidratos, lipidios, proteinas, compostos antioxidantes, dentre outras. Isto explica a
importancia de se avaliar diferentes sistemas enziméaticos em pesquisas relacionadas a
deterioracdo de sementes.

Sabe-se que durante o processo de deterioracdo de sementes de milho também ocorrem
alteracdes das concentracdes de carboidratos soluveis. Isso pode influenciar o fornecimento de
energia demandado para o0s processos metabolicos durante a germinacdo de sementes e 0
crescimento inicial de plantulas. Neste contexto, a enzima alfa amilase € uma das principais
enzimas envolvidas na hidrdlise do amido que estd presente no endosperma, sendo essencial
como fonte de energia para o crescimento do eixo embrionério (Diniz et al., 2018; Liu et al.,
2018).

Na presente pesquisa, houve maior expressdo da alfa amilase em sementes néo

submetidas a deterioracdo, independentemente do material genético avaliado (Figura 8).

Figura 8 - Expressdo da enzima alfa amilase, em gendtipos de milho, submetidas a dois
tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracao (S).
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Fonte: Da autora (2024).

Segundo Oliveira et al. (2023) e Lopes et al. (2017) a enzima alfa amilase esta
diretamente relacionada as melhores taxas de germinacgdo e vigor das sementes. Roveri et al.
(2004) observaram associagéo entre a expresséo da enzima alfa amilase em sementes de milho

e 0s gendtipos tolerantes as altas temperaturas de secagem.
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Também, na presente pesquisa, maiores expressdes desta enzima foram observadas em
sementes submetidas ao processo de deterioragdo controlada e com melhor qualidade
fisioldgica.

Oliveira et al. (2020) observaram uma reducdo na atividade da enzima alfa amilase, com
0 avanco da deterioragdo fisiologica em sementes de milho, tratadas com inseticidas e
submetidas ao armazenamento.

Na presente pesquisa também foi observada influéncia do material genético sobre a
expressao da enzima alfa amilase, principalmente quando as sementes ndo foram expostas ao
processo de deterioracdo controlada. Maiores expressdes foram observadas em sementes dos
hibridos UKGRAO-1383 e IR2M-0080, sendo este ultimo classificado como material tolerante
a deterioracdo. Por outro lado, baixa expressdo desta enzima foi observada em sementes da
linhagem 5, também classificada como tolerante.

Apesar da influéncia desta enzima sobre a qualidade fisioldgica das sementes de milho,
ja relatada na literatura, € importante ressaltar que sdo varios 0s genes que estdo associados a
esta caracteristica. Andrade et al. (2015) observou apds a inibicdo da enzima alfa amilase, por
meio do paclobutrazol, que nem sempre ha correlacdo positiva entre a maior expressdo da
enzima alfa amilase e a melhor qualidade fisiol6gica de sementes de milho. Ela também inferiu
que proteinas resistentes ao calor podem estar relacionadas a qualidade fisioldgica das
sementes.

Na presente pesquisa, para a maioria dos materiais genéticos avaliados, a menor
expressao de proteinas resistente ao calor foi observada em sementes submetidas ao processo
de deterioracdo. Nestas sementes também foram verificados os menores valores de vigor,
avaliados pelo teste de deterioracdo controlada (Tabelas 3 e 5).

Em algumas pesquisas foi observada uma correlacdo positiva entre a qualidade
fisioldgica das sementes de milho e a expressdo de proteina resistente ao calor (Silva Neta et
al., 2015; Silva Neta et al., 2020). José et al. (2005) associaram maior expressao de proteinas
resistentes ao calor em sementes de gendtipos tolerantes as altas temperaturas de secagem.

Também foram observados padrdes diferentes destas proteinas entre alguns materiais
genéticos. Menor expressdo foi observada em sementes hibridas de IR2M-0080, classificada
como tolerante, independentemente da exposi¢do ou nao a deterioracdo controlada. Por outro
lado, maiores expressdes foram observadas em sementes dos materiais UKGRAO-1583 e
UKGRAO-1383 (Figura 9).
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Figura 9 - Expressdo da proteina resistente ao calor, em gendtipos de milho, submetidas a
dois tratamentos: com deterioracdo (C) e sem deterioracdo (S).
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Fonte: Da autoria (2024).

O polimorfismo observado entre diferentes cultivares de milho, por meio de proteinas
resistentes ao calor, tem sido explorado em algumas pesquisas para fins de identificacdo de
cultivares. José et al. (2005) e Menezes et al. (2008). Em ambos os artigos, a estabilidade destas
proteinas foi ressaltada pelos autores. No entanto, associar a expressdo destas a qualidade

fisioldgica de sementes merece mais estudos.
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4 CONCLUSOES

A deterioracdo controlada em sementes com teor de dgua de 25%, acondicionadas por
48 horas a 42 °C, seguida do teste de germinacao, por trés dias, € recomendada para fenotipagem
de genotipos de milho, quanto a tolerancia das sementes a deterioracdo, apos a colheita em
espigas.

Ha menor expressao das enzimas piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase, malato
desidrogenase, superdxido dismutase, catalase, peroxidase, esterase, alfa amilase e de proteinas
resistentes ao calor, em sementes de milho submetidas ao processo de deterioragdo controlada.

Hé& influéncia do gendtipo sobre a expressao de algumas proteinas avaliadas nesta

pesquisa.
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ANEXOS

Tabela 1 - Resumo da Analise de variancia, dos dados de vigor de sementes submetidas em dois
teores de &gua, durante o teste de deterioracdo controlada, em diferentes periodos de

avaliacdo.
- QM
Fonte de Variagao °L "3Dia  4Dia  5Dia_6Dia_ 7Dia
Material 4 36,7* 4653,9* 79,6* 44,2* 35,7*
Teor de Agua 1 0,22 81,2 1,83* 3,1* 15,5%
Material*Teor de agua 4 20,5* 2838,7* 18,8* 20,9* 22,9*
Erro 30 0,1 34,9 0,18 0,2 0,1

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Tabela 2 - Resumo da Andlise de variancia, dos dados de vigor de sementes submetidas ou ndo
a secagem, durante o teste de deterioracdo controlada, em diferentes periodos de

avaliacdo.
. oM
Fonte de Variagao CL  “3Dia 4Dia 5Dia  6Dia 7 Dia
Material 4 16.7%  258*  626%  486*  59625*
Método 1 248 03  273* 69 96,1*
Material*Método 4 188*%  285%  74*  79%  27215*
Erro 30 0,3 0,3 0,2 0,5 8

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Tabela 3 - Resumo da Analise de variancia, dos dados de vigor de sementes submetidas em dois
tempos de envelhecimento, durante o teste de deterioragdo controlada, em diferentes
periodos de avaliag&o.

- QM
Fonte de Variagdo cL 3Dia 4Dia 5Dia  6Dia _ 7Dia
Material 8 35,5* 32,2*% 54,6* 42,1* 30,5*
Tempo 1 36,6* 23,1* 33,8* 31,2 36,1*
Material*Tempo 8 6,9* 6,2* 6,3* 4,5* 6,7*
Erro 54 5,2 0,1 0,1 0,1 0,1

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).
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Tabela 4 - Resumo da Anélise de variancia, dos dados de vigor de sementes submetidas ou
ndo a desinfestacdo com solucéo de hipoclorito 1%, durante o teste de deterioracéo
controlada, em diferentes periodos de avaliacao.

- QM
Fonte de Variagdo °L “3Dia 4Dia  5Dia  6Dia_ 7Dia
Material Genético 2 50,3*  41,6* 161,4* 66,6*  34,4*
Hipoclorito 1 9,9* 6,4* 6,6* 5,0* 5,2*
Material Genético*Hipoclorito 2 1,4* 1,1* 2,2* 0,6* 0,8*
Erro 18 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Tabela 5 - Resumo da Analise de variancia, dos dados de vigor de sementes de diferentes
materiais genéticos, obtidos pelo teste de deterioracdo controlada, em diferentes
periodos de avaliacao.

- QM
Fonte de Variacdo GL - - - : :
13 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia
Material Genético 4 12,1* 2649,7* 22,1* 33,5* 12,1*
Erro 15 3,7 25,2 0,2 0,2 0,1

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Tabela 6 - Resumo da Analise de variancia, dos dados de vigor de sementes de diferentes
matérias genéticos, para as variaveis comprimento da raiz secundaria(CRS);
comprimento da raiz primaria; comprimento total (CT) e comprimento total +
comprimento das raizes secundarias (CTS), provenientes de sementes submetidas
a deterioracdo controlada, avaliados ao terceiro dia apds a semeadura.

- QM
Fonte de Variagéo GL CRS CRP oT CTs
Material 4 2,9* 6,11* 0,45* 2,5*
Teste 1 3,6* 1,2* 0,19* 2,5*
Material*Teste 4 0,2* 2,5* 0,12* 0,3*
Erro 30 0,03 0,2 0,01 0,04

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Da autora (2024).



