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RESUMO

E possivel determinar a maturidade fisiologica das sementes de milho
(Zea mays) utilizando o sal de tetrazélio?

Nessa pesquisa foi avaliada a utilizacdo do sal de tetrazolio para
determinar a maturidade fisiolégica das sementes de milho. As sementes utilizadas
foram dos hibridos Pioneer 4285 e Dow 2B587, semeadas em 03/10/2014 e
05/12/2014 respectivamente, e colhidas a partir dos 40 dias apés o florescimento
(DAF), com intervalos de 4 dias até os 68 DAF. As sementes colhidas foram
avaliadas quanto a viabilidade e ao vigor (testes de germinagdo, de emergéncia da
plantula, de condutividade elétrica, de envelhecimento acelerado e determinacdes
do comprimento da plantula). Os parametros utilizados para determinar o ponto de
maturidade fisiolégica das sementes foram a camada preta, a linha de leite, a massa
de matéria seca, o teor de agua e a avaliacao dos tecidos da semente utilizando o
sal de tetrazolio, utilizando o método descrito para avaliar a viabilidade,
complementado pela avaliagdo da atividade das células da chalaza e da zona de
transferéncia do endosperma para o embrido. Para as sementes de milho dos dois
hibridos a germinacao foi superior a 95% e ndo houve diferenga entre as épocas de
colheita, somente nas ultimas colheitas das sementes do hibrido Dow 2B587 houve
reducdo da germinacdo e do vigor. O ponto de maturidade fisiolégica (PM) foi
identificado aos 56 DAF para as sementes de milho do hibrido P4285 e aos 48 DAF
para as do hibrido Dow 2B587 e correspondeu ao estadio 4 da linha de leite e ao
maximo de acumulo da matéria seca. O maximo de vigor foi detectado por meio do
resultado do teste de envelhecimento acelerado oito dias antes do (PM) para os dois
hibridos. A atividade das células do endosperma esta relacionada com os demais
indicadores do PM (linha de leite, camada preta, massa de matéria seca e teor de
agua). O transporte de fotoassimilados da planta mae para a semente cessa no
ponto de maturidade fisiol6gica da semente, desativando o transporte no qual atuam
as células da chalaza e da regido basal do endosperma. A utilizacdo do sal de
tetrazolio possibilita identificar a morte das células da regido basal do endosperma,
uma vez que a partir desse momento ndo ha mais a reacao dessas células com o sal
de tetrazdlio, indicando que ndo tém atividade celular. Dessa forma, é possivel
caracterizar o ponto de maturidade fisiologica da semente de milho, por meio da
atividade do sal de tetrazdlio; essa caracterizacdo € confirmada pela expressao das
enzimas CAT e MDH.

Palavras-chave: Zea mays; Producdo da semente; Formacdo e viabilidade da
semente






ABSTRACT

Is it possible to determine the physiological maturity of the corn seeds
(Zea mays) using the tetrazolium salt?

In this study were evaluated the use of the tetrazolium salt to determine
corn seed physiological maturity. The seeds used were the hybrids 4285 Pioneer and
Dow 2B587, planted on 10.03.2014 and 05.12.2014 respectively, and harvested after
40 days after flowering (DAF), with 4-day intervals until 68 DAF. The harvested seeds
were evaluated for viability and vigor (germination test, seedling emergence,
electrical conductivity test, accelerated aging test and seedling length). The
parameters used to determine the seeds physiological maturity were the black layer,
the milk line, the seed dry matter, seed water content and the evaluation of seed
tissues using the tetrazolium salt, method to assess seed viability associated to the
evaluation of chalaza cells the endosperm cells. The seeds corn germination, both
hybrids, was greater than 95% and there is no difference between harvest times.
Corn seed physiological maturity (PM) was identified at 56 DAF for both hybrids,
P4285 and 48 DAF for hybrid Dow 2B587 and corresponded to stage 4 of the milk
line and the accumulation of maximum dry matter. The maximum vigor was detected
by accelerated aging test eight days before PM, for the two seed hybrids. The activity
of endosperm cells is related to the other PM indicators (milk line, black layer, dry
matter and water content). The transport of the nutrients from plant to the seed
ceases at the seed physiological maturity, disabling the transport through chalaza
cells and basal area. The use of the tetrazolium salt allows identifying the cell death
of basal region, since from that time no further reaction of these cells as the
tetrazolium salt indicating that these do not already have cell activity. This parameter
corresponds to the others evaluated, thus demonstrating that the tetrazolium salt is
effective for corn seed physiological maturity characterization.

Keywords: Zea mays; Seed production; Formation and seed viability
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é uma Monocotyledoneae, da familia Poacea, cuja
origem remonta a Mesoameérica, existem registros de 7.300 anos do cultivo de milho
em ilhas, proximas ao México. Seu nome € de origem indigena caribenha e significa
“sustento da vida”; foi fundamental para a alimentacdo bésica dos povos pré-
colombianos como os Maias, os Astecas e os Incas (WELLHAUSEN, 1958).

Hoje € uma planta difundida e o principal produtor € os Estados Unidos,
sdo produzidas anualmente 350 milhdes de toneladas de milho no “corn belt”
(cinturdo do milho). E utilizado para a alimentagcdo humana, para a producido de
biocombustivel, para a racdo animal, além de muitos derivados com funcbes
diversas. A composicao principal € o amido, um polissacarideo com valor energético
alto (CRUZ; PEREIRA FILHO; QUEIROZ, 2013).

O Brasil é o terceiro produtor mundial, segundo dados da Companhia
Nacional de Abastecimento — CONAB (2015); a producao da safra 13/14 foi de 80
milhdes de toneladas. Dessa producéo 70,6 milhées de toneladas foram produzidas
no Centro-Sul. A produtividade média foi de 5.057 t ha, porém no Centro-Oeste,
especialmente nos Estados de Mato Grosso e Goids, ja foram registradas
produtividades de 12 t ha, esse rendimento é devido a qualidade da semente e a
tecnologia de producéo.

Considerando a semente, na safra 2013/14 foram disponibilizados 467
cultivares de milho, dos quais 253 sao transgénicos. Pela primeira vez, o nimero de
cultivares transgénicos foi superior ao dos convencionais (CRUZ; PEREIRA FILHO;
QUEIROZ, 2013).

A demanda por sementes de milho, na safra 13/14, foi de 283.423te a
taxa de utilizacdo foi de 90%; sendo a espécie em que a taxa de utilizacdo de
sementes € a maior, devido a tecnologia vinculada a semente e a produtividade dos
hibridos fornecidos pelas empresas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE SEMENTES E
MUDAS - ABRASEM, 2015).

Em func&o da importancia econémica e social da produgéo de milho, é
essencial que as sementes originem plantas que atinjam o maximo rendimento e,
para tanto, é fundamental que haja o estabelecimento do estande adequado, que a
germinacdo e o0 vigor das sementes possibilitem o desenvolvimento réapido e

uniforme das plantulas e que n&o haja prejuizo por pragas.
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Existe o consenso quanto a redu¢éo da qualidade da semente de milho
apos a maturidade fisiologica. Dessa forma, métodos que identifiguem e determinem
a maturidade fisioloégica e, consequentemente, o momento da colheita sdo
essenciais para minimizar a reducao da qualidade da semente.

A semente inicia seu armazenamento no momento que atinge o ponto
de maturidade fisiol6gica (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012) e isso ocorre no campo
de producdo, especialmente em condicdes adversas de ambiente. Assim € essencial
utilizar parametros que possibilitem a avaliacdo imediata da condicéo fisiologica da
semente. Nesse contexto o sal de tetrazolio, que j4 é utilizado para determinar a
viabilidade da semente, foi utilizado nessa pesquisa para avaliar a atividade das
células da regido basal do endosperma, essas células sdo as responsaveis em
transferir os fotoassimilados da planta mae para o embrido. Na medida em que a
semente atinge a maturidade fisioldgica e 0 embrido jA ndo necessita mais de
nutrientes essas células morrem; o sal de tetrazolio possibilita detectar esse

momento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A formacdo da semente € o processo em que ha alteracbes de
natureza fisica, fisioldgica, bioquimica e outras que iniciam-se no momento da
fertilizacdo; durante esse processo ha a possibilidade de determinar o momento em
que a semente estd formada, que é denominado de maturidade fisiol6gica
(DELOUCHE, 1971).

A maturacéao foi conceituada por Popinigis (1977) como a fase em que
h& as transformacdes morfoldgicas, fisioldgicas e funcionais que ocorrem no 6vulo
fertilizado e que culminam com o ponto de maximo peso de matéria seca. Esses
processos foram divididos em quatro fases: | e Il compreendem a divisdo e a
expansao celular, a lll é caracterizada pelo acumulo de reservas e a fase IV pela
intensa desidratacdo da semente (DURE, 1975).

Galau, Jakobsen e Hughes (1991) classificaram as fases finais da
maturacdo, apos a divisdo e expansdo celular, em cinco estagios: maturidade
fisiolégica, separacdo vascular, pré dessecacdo, dessecacdo e quiescéncia.
Consideraram que somente apés a formacao do embrido € que ocorre a germinacao
e determinaram este como o0 ponto de maturidade, na sequéncia descreveram 0s
demais estagios citados anteriormente.

A regulacao dos processos bioquimicos é devida aos fitorménios como
auxina, citocinina, giberelina, acido abscisico, que atuam no processo de maturacéo
e cada um possui sua fungcédo de acordo com os tecidos da semente.

A auxina € sintetizada na forma de &cido indol acético (AlA) e
armazenada no endosperma, aguardando a germinagdo para ser liberada
enzimaticamente e transportada para o coledptilo; é também utilizada na fase inicial
da diferenciagcdo por assimilar compostos derivados da planta mae (BEWLEY;
BLACK, 1994).

As giberelinas sao ativadas e desativadas durante o desenvolvimento
da semente; sdo encontradas nos tecidos do embrido, quando estdo em pleno
desenvolvimento, e ha redugcdo da sua concentracdo na maturagdo (BEWLEY;
BLACK, 1994; CASTRO; BRADFORT; HILHORST, 2004)

As citocininas tém acgdo similar a da giberelina com uma alta
concentracdo durante a fase de divisdo e expansdo do embrido e rapida reducédo na
fase final da maturacdo (BEWLEY; BLACK, 1994).
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O acido abscisico (ABA) possui uma fungcdo antagonista aos
fitormdnios anteriores, impede a germinagédo precoce da semente. Portanto depois
da formacdo do embrido apresenta uma taxa elevada e somente durante a fase de
desidratacdo ha a rapida reducéo da sua concentracdo (BEWLEY; BLACK, 1994). O
ABA ainda esta relacionado com a sintese das proteinas tardias da embriogénese e
a aquisicao da tolerancia a dessecacao da semente (KERMODE, 1995)

Wu et al. (2015) comprovaram que mutantes de milho que tinham
deficiéncia na biossintese de ABA produziram uma quantidade menor de proteinas
tardias da embriogénese, que promovem a germinagao posteriormente, e tém como
fungdo primordial manter as estruturas celulares durante a fase de intensa
desidratacédo da semente.

A composicdo quimica de sementes de milho, como os teores de
proteinas, lipideos e de carboidratos, foram determinados por Ingle, Beitz e
Hageman (1965) que concluiram que aos 48 dias ap6s a floragcdo (DAF) o
endosperma e o embrido apresentavam a maior taxa de lipidios, DNA, RNA e
acucares soluveis, determinando assim o ponto de maturidade fisiologica (PM).

Em sementes de outras espécies, como as de tabaco, de feijdo, de
amendoim, de trigo e de cevada foram também analisados os teores de proteinas,
lipideos e carboidratos e também houve a correlagdo desses compostos com o
ponto de maturidade fisiologica (KLOZ; TURKOVA; KLOZOVA, 1966; KHAN;
LAUDE, 1969; SKARSAUN; YOUNGS; GILLES, 1969).

Shaw e Loomis (1950); Popinigis (1977); Afuakwa e Crookston (1984);
Dias (2001) consideraram que a maturidade da semente corresponde ao estadio de
desenvolvimento em que as sementes atingem a maxima massa de matéria seca.

A variacdo do teor de agua e o acumulo de massa foram enfatizados
por Carvalho e Nakagawa (2012), que consideraram que para a formacdo da
semente ha a translocacédo de fotoassimilados e ha o acumulo de matéria seca
enquanto o teor de agua mantém-se alto, porém quando essa translocacao cessa o
teor de agua decresce rapidamente, para reduzir a respiracdo da semente e evitar a
deterioracdo. Varios pesquisadores estudaram a formacdo das sementes de milho,
considerando essas alteracbes associadas a outras caracteristicas observaveis
visualmente nas sementes.

O teor de agua no PM foi descrito entre 28-42% por Shaw e Thom

(1951); Daynard e Duncan (1969); Rench e Shaw (1971); outros autores estipularam
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a faixa de 15,4-35% como o teor de agua durante a maturidade Carter e Poneleit
(1973); e Hunter et al. (1991) consideraram como adequado a variacdo entre 25-
30%.

Outros pesquisadores estudaram a diversidade genética em 67
linhagens de milho relacionada ao teor de agua no PM e acumulo de massa seca.
Verificaram que o teor de dgua no momento do maximo acumulo de massa seca
variou entre 28-60%. O acumulo maximo de massa seca variou entre 96 a 327 mg
semente entre as linhagens e os anos (BORRAS et al., 2009).

Dessa forma, foram estudadas alternativas para identificar o PM das
sementes de milho e Daynard e Duncan (1969), Rench e Shaw (1971), Carter e
Poneleit (1973), Sutton e Stucker (1974) e Afuakwa, Crookston e Jones (1984)
avaliaram a formacao da camada preta.

Para a determinacéo do ponto ideal de colheita, com base na formacéo
da camada preta, em sementes de milho, do hibrido simples BR201, Borba et al.
(1994) verificaram que 95% das sementes aos 55 dias apds a floracdo (DAF) ja
tinham essa caracteristica e 0 maximo de germinacdo e vigor. Observaram que a
germinacao e o vigor decresceram a partir dos 67 DAF até o momento da colheita.

Estudos relacionando a formagdo da camada preta possibilitaram
concluir que ha a formacdo dessa camada na semente, independentemente do
hibrido ou de condi¢cdes edafoclimaticas (DAYNARD; DUNCAN, 1969; CARTER,;
PONELEIT, 1973; AFUAKWA; CROOKSTON; JONES, 1984).

No entanto, Daynard (1972) considerou que 0 aumento do nimero de
graus-dias pode antecipar o aparecimento da camada preta, enquanto que a
manutencao de elevados teores de agua pode retardar esse aparecimento Carter e
Poneleit (1973). De acordo com Afuakwa, Crookston e Jones (1984), essa coloragao
corresponde a reducéo ou a interrup¢ao do transporte de sacarose.

Magalhdes e Duraes (2006) complementaram essa afirmacéo dizendo
que a formacdo da camada preta é resultado da obstru¢cdo dos vasos e, entdo,
rompe-se a ligagcao entre a planta de origem e o fruto, passando o mesmo a
apresentar vida independente.

Em pesquisa realizada nos Estados Unidos, entre os anos de 1969 e
1971, com sementes de milho de vinte hibridos, foram determinadas diferencas
quanto a formacao da camada preta, que foi relacionada a variagdo genotipica entre

os hibridos. Em alguns hibridos essa camada pode ser formada de forma rapida e
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em outros hibridos de forma lenta. Como essa pesquisa foi realizada em diferentes
anos agricolas houve também variacdo entre o mesmo hibrido nos diferentes anos,
demonstrando assim a interacdo entre o ambiente e 0 gendtipo, que contribuiu para
a variacdo do tempo de formacéo da camada preta (CARTER; PONELEIT, 1973).

A formacdo da camada preta pode ser variavel, essa camada ja foi
detectada em sementes de milho com teores de 4gua entre 15,4% e 75% (CARTER,;
PONELEIT, 1973; AFUAKWA; CROOKSTON; JONES, 1984).

Rench e Shaw (1971) estudaram o acumulo de massa seca e a
reducdo do teor de &gua juntamente com a formacdo da camada preta e
propuseram uma escala 1 a 5, sendo o estadio 1 quando inicia-se o0 aparecimento
da camada preta com uma coloracdo marrom no lado oposto ao embrido, o estadio 2
€ caracterizado com uma tonalidade um pouco mais escura e o0s estadios 3,4 e 5 é
guando se caracteriza uma fina camada na regido basal do endosperma que vai
escurecendo de um estadio para o outro, até tornar-se totalmente preta no estadio 5.
Afirmaram que durante a formacédo da camada preta ha a intensa desidratacédo da
semente e que 0 maximo de acumulo de massa seca ocorre no estadio 3, quando
surge em toda regido basal do endosperma uma fina camada.

Para melhorar a visualizacdo e a diferenciacdo entre os estadios da
camada preta Hunter et al. (1991) aprimoraram a escala classificando como estadio
1 quando a regido basal do endosperma tem uma coloracdo translicida no
endosperma, o estadio 2 quando ha o surgimento de uma coloracdo marrom ou
cinza esverdeada na regido pedicelo-placental, o estadio 3 quando a coloracédo se
torna mais fina e intensa, seguindo assim o estadio 4 com uma tonalidade marrom
mais intensa e o estadio 5 quando ha a completa formacao da camada preta.

Outros pesquisadores, como Afuakwa e Crookston (1984), Hunter et al.
(1991), Tekrony e Hunter (1995) estudaram a relacdo entre a formacao da linha de
leite e a maturidade fisiologica.

Com o objetivo de obter um parametro seguro e confidvel Hunter et al.
(1991) aplicaram na planta de milho o carbono-14 e verificaram as taxas de
assimilacao do carbono na semente, juntamente com as avaliacdes da linha de leite
e da camada preta. Propuseram, entdo, para a formacdo da linha de leite a
classificacdo em estadios de 1 a 5, incluindo o endosperma inteiramente liquido
(estadio 1) e 25%, 50%, 75% e 100% do endosperma endurecido, respectivamente.

Quando a taxa de carbono foi proxima a zero foi caracterizada a maturidade
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fisiologica da semente, que correspondeu aos estadios 4 das formacfes da camada
preta e da linha de leite.

Em cincos anos consecutivos, entre 1985 e 1989, e em duas
localidades nos Estados Unidos Tekrony e Hunter (1995) demonstraram, por meio
dos resultados dos testes de frio e de condutividade elétrica, que o0 méaximo de
acumulo de matéria seca, o aparecimento da camada preta e o estadio quatro da
linha de leite, estédo relacionados com a maxima germinacao e o vigor, tanto para 0s
hibridos simples, como para os duplos e os triplos.

Egli e Tekrony (1997) conduziram mais pesquisas, com sementes de
nove espécies e em diferentes condicdes ambientais, e descobriram que a qualidade
maxima em funcdo do parametro fisiolégico pode ocorrer antes do ponto de
maturidade. Para as sementes de milho esse ponto € diferente entre linhagens,
hibridos simples e duplos. Sendo que para linhagens o maximo de vigor é durante o
PM, no entanto para as sementes hibridas é antes, em média 5 dias para o hibrido
simples e 10 dias para os hibridos duplos.

De acordo com Faria et al. (2002), sementes colhidas a partir do
estadio trés da linha de leite (LL-3) tinham qualidade fisiol6gica maxima. Os dados
foram obtidos da avaliagdo da formacdo das sementes de quatro hibridos, no
inverno de 2000, as colheitas foram realizadas nos quatro estadios da linha de leite.
As sementes foram secas até atingirem 12% de agua e apos isso foram avaliadas
pelos testes de germinacao, de frio, de envelhecimento acelerado, de emergéncia da
plantula e de condutividade elétrica.

Porém, em outra pesquisa, realizada no Estado de Minas Gerais, em
gue foram avaliados hibridos simples da empresa Syngenta, a melhor época para a
colheita foi a determinada pela linha de leite no estadio quatro, conforme ja haviam
afirmado Hunter et al. (1991), Tekrony e Hunter (1995). As colheitas das espigas
comecaram aos 40 dias apés a floracdo e foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: formagdo da camada preta, desenvolvimento da linha de leite,
conteudo de agua da semente e contetudo de massa seca (JACOB et al., 2014).

Pelas informacgOes anteriores, € evidente que 0s critérios propostos
para avaliar a formacéo das sementes de milho sédo baseados em avaliacbes que
tém variacdes e ndo séo caracterizadas por processo bioquimico da semente. Dessa
forma, o sal de tetrazdlio podera ser utilizado como um indicador bioquimico da

maturidade fisiologica da semente.
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E essencial destacar que em outras areas da ciéncia, o sal de tetrazélio
€ utilizado para avaliar a viabilidade de células vegetais e animais e para
acompanhar o desenvolvimento das células, em varias pesquisas das areas de
medicina e de microbiologia (ALUPEI et al., 2014; JUNILLON; FLANDROIS, 2014;
WANG et al., 2014).

Na area de Tecnologia de Sementes esse sal j4 é utilizado em um teste
para estimar a viabilidade das sementes. No entanto, ndo existem relatos de
pesquisas na literatura, nacional e internacional, sobre a utilizacdo desse sal para
avaliar a formagao das sementes.

O teste de tetrazolio é reconhecido mundialmente e utilizado como
adequado para avaliar a viabilidade das sementes maduras (DELOUCHE et al.,
1976; INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION - ISTA, 2003; BRASIL,
2009)

O método para esse teste foi desenvolvido na Universidade de
Hohenheim, na Alemanha, no comeco dos anos 40, pelo professor Georg Lakon
(COPELAND; McDONALD, 2001). Um dos primeiros trabalhos realizados por Lakon
foi com as sementes de milho e de outros cereais Lakon (1940, 1942); no entanto,
seu trabalho s6 foi conhecido na América apés a Il Guerra Mundial, quando foram
entrevistados cientistas alemées (DELOUCHE et al., 1976).

Nos Estados Unidos o principal pesquisador sobre a utilizacdo do teste
de tetrazolio foi o Dr. Robert P. Moore, do Laboratério de Sementes da Universidade
Estadual da Carolina do Norte. Entre 1943 e 1987 publicou 230 trabalhos sobre esse
teste e editou o Manual do Teste de Tetrazdlio (MOORE, 1985), publicado pela
ISTA. Essa publicacdo contém informacfes sobre esse teste para sementes de mais
de 650 espécies. Atualmente o manual para o teste de tetrazdlio da ISTA tem
informacao para 687 espécies.

Para o teste de tetrazdlio as sementes maduras sdo hidratadas e
colocadas em uma solucdo incolor de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazodlio, cujo
atividade do sal esta relacionada a atividade de enzimas no interior das células
vivas. Neste processo, os ions H*, liberados durante a respiracdo dos tecidos vivos,
sédo transferidos por um grupo de enzimas, particularmente, a desidrogenase do
acido malico, e interagem com o sal de tetrazélio, o qual é reduzido a um composto
vermelho, estavel e ndo difusivel denominado de trifenil formazan. Como esta

reacao se processa no interior das células vivas e o composto ndo se difunde, ha
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nitida separacéo dos tecidos vivos e coloridos que respiram, daqueles mortos e que
nao colorem (MOORE, 1985; BRASIL, 2009).

Nas sementes de milho o teste de tetrazolio é utilizado para determinar
a viabilidade e o vigor da semente. As sementes maduras sao previamente
hidratadas e depois seccionadas longitudinalmente, a solucdo de tetrazdlio é
adicionada e depois as sementes séo lavadas para avaliar a atividade celular das
células do embrido Brasil (2009). Os demais tecidos da semente de milho, como o
endosperma e o pericarpo, ndo tém atividade quando a semente esta madura, por
isso somente as células do embrido € que sdo avaliadas no teste de tetrazolio.

Nas sementes de milho existem células especializadas na regido basal
do endosperma que atuam no transporte dos acgucares solUveis das zonas terminais
do floema, na regido do pedicelo, para o endosperma e o embrido Bewley e Black
(1994). Dessa maneira é possivel utilizar o sal de tetrazélio para identificar essas
células que se encontram na regido basal do endosperma e, se estiverem ativas,
significa que estdo translocando fotoassimilados para a semente e reagirdo com 0
sal de tetrazolio.

Outra maneira de determinar a maturidade da semente € a avaliacdo
de proteinas relacionadas com a maturacdo. Estudos sobre a enzima malato
desidrogenase em plantas de arroz determinaram que a atividade dessa enzima é
intensa no feixe vascular dorsal, que liga a semente a planta, durante a maturacéo,
até os 12 dias apos a floracdo (DAF) e, em seguida, reduz gradativamente (YU et al.,
2014). A atividade da desidrogenase no feixe vascular cessa imediatamente quando
termina a formacao da semente, o que demonstra que a formacado esta diretamente
relacionada com a atividade do feixe vascular (GU et al., 2000; YU et al., 2014).

Outra enzima utilizada como parametro é a catalase (CAT), que tem
como funcéo impedir a oxidacdo das células e tem sua sintese acentuada nas fases
finais da maturacdo. Dessa forma, Santos et al. (2014) correlacionaram a presenca
de CAT com um aprimoramento na qualidade fisiologica de sementes de Coffea
arabica L..

Nakada et al. (2011) observaram durante a maturacdo da semente de
Cucumis sativus um incremento na atividade da CAT nas fases finais da maturacao,
0 que correlacionaram com a rapida desidratacdo que as sementes passam nesse

periodo e que gera um estresse e produz radicais livres.
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A atividade da CAT foi evidenciada no trabalho com sementes de milho
doce de Cao et al. (2010) uma vez que houve aumento da atividade enzimética até
os 34 DAF. Este trabalho tinha como obijetivo identificar a atuacdo da poliaminas na
aquisicdo da tolerancia aos estresses abioticos e na qualidade de sementes. E
mostrou que a catalase tem funcéo primordial nesse processo.

Nesse sentido Silva (2006) trabalhando com sementes de soja,
colhidas com diferentes teores de agua, evidenciou o acréscimo na atividade da CAT
a qual atingiu o maximo quando a semente tinha tolerancia a dessecacao.

A partir do momento que o embrido tem tolerancia & dessecagéo, ou
seja, a semente ja4 pode ser seca e que ao ser reidratada ira germinar. As enzimas
responsaveis para proteger as células das espécies de oxigénio reativo (EOR) tem
sua funcdo aprimorada, como ficou esclarecido para a CAT anteriormente. Neste
momento a enzima malato desidrogenase (MDH) apresenta uma reducdo na sua
funcdo, j& que o metabolismo das células e, principalmente, das mitocéndrias €
reduzido justamente para impedir a formacao excessiva de EOR. Assim Wu et al.
(2009) desenvolveram uma pesquisa para elucidar a fase de maturacdo em que as
sementes tém tolerdncia a dessecacdo e descobriram que ocorre um ajuste no
metabolismo para diminuir a respiracdo nas mitocondrias e reduzir as EOR, e
também mais atividade das enzimas antioxidantes.

Além dessas duas enzimas, existem inmeras proteinas que atuam em
diversos ciclos para permitir a funcionalidade e o pleno desenvolvimento dos tecidos
meristematicos e os tecidos de reserva. Por isso que € necessario conhecer o exato
momento em que a semente chega a sua plena maturidade findando o ciclo de
formacéo e entrando no estagio de quiescéncia e se preparando para germinar no

momento oportuno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

A pesquisa foi desenvolvida em campo e em laborat6rio, no campus
“‘Luiz de Queiroz”, da Universidade de Sao Paulo (USP, ESALQ), situado no
municipio de Piracicaba, estado de S&o Paulo, entre as coordenadas geogréficas
22°43'14” a 22°42’ 01” S e 47°38’46” a 47°36’49” W e altitude média de 546 m e

clima Cwa (verdo quente com estiagem no inverno).

3.1 Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos pelas épocas de colheita,
totalizando 8 tratamentos, iniciando com a primeira colheita o aos 40 dias apés o
florescimento (DAF) e as demais, realizadas a cada 4 dias, referentes aos 44, 48,
52, 56, 60, 64, 68 DAF.

O florescimento das plantas foi determinado visualmente em campo e
foi registrado quando mais de 50% das plantas apresentavam a emissao de polén

no pend&o.

3.2 Producao das Sementes em Campo

As sementes de milho utilizadas foram as de dois hibridos simples, um
classificado como dentado e o0 outro como duro, produzidas na safra 2013/2014.
Para a producdo das sementes foram instaladas 6 parcelas em campo,
correspondentes as repeticdes, com 4 linhas de 3,5 metros e espacamento de
0,90m, com uma populacédo final de 60.000 plantas hat. Foram colhidas 20 espigas
das duas linhas centrais, eliminando as bordaduras de 0,25m de cada lado da
parcela. As semeaduras foram realizadas nos dias 03/10/2014 e 05/12/2014 e foram
realizadas mecanicamente com a semeadora a disco Baldan PP Solo 4000 regulada
para semear 5,67 sementes.m? e distribuir 350 kg.ha' de adubo 8-28-16. Foi
realizada uma cobertura com uréia na dosagem de 150 kg.ha, quando a cultura
estava no estadio fenoldgico V3. Para o controle de plantas daninhas foi utilizado em
pré-emergéncia o produto de marca comercial Primestra Gold® (atrazina+s-
metolacloro) na dosagem de 3,85 L.hat. Para o controle de Spodoptera frugiperda
foram utilizados os seguintes inseticidas: Trinca caps® 30 mL.ha?, Lannate® 0,6

mL.ha'e Ampligo® 150 mL.ha* E para o controle de pulgdo foi utilizado o inseticida
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Belt® 150 mL.ha. A irrigacéo foi feita por aspersédo de acordo com as necessidades

da cultura.

3.3 Colheitas

A formacéo das sementes foi acompanhada por avaliacdes diarias dos
estadios de desenvolvimento das plantas e das sementes nas espigas. O inicio da
colheita foi a partir dos 40 dias do florescimento (DAF) e as sementes foram colhidas
até os 68 DAF, em intervalos de quatro dias, de acordo com as indica¢Bes de Jacob
et al. (2014). As colheitas foram manuais, bem como a despalha.

Imediatamente apds a colheita foram avaliados:

3.3.1 Linha de Leite

A formagédo da linha de leite foi baseada em uma escala de 1 a 5
conforme propuseram Hunter et al. (1991), considerando como 1 o estadio em que o
endosperma esta inteiramente liquido e como os estadios 2, 3, 4 e 5 o0s
correspondentes a 25%, 50%, 75% e 100% de endosperma endurecido,
respectivamente. Foram coletadas cinco espigas por parcela, nas duas linhas
centrais, dessas espigas foram avaliadas seis sementes da parte mediana, Figura 1.
A avaliacao foi feita visualmente atribuindo valores de acordo com a escala proposta.
Posteriormente foi feita a média com os valores atribuidos para cada semente

compondo a média da parcela.

Figura 1 — Sementes de milho hibrido P4285, colhidas aos 52 DAF de cinco espigas; cada linha,
posicao horizontal, corresponde as sementes de uma espiga, coletadas da regido
mediana da espiga. As 3 primeiras linhas encontram-se no estadio 3 da linha de leite e as
duas ultimas no estadio 4
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3.3.2 Camada Preta

A avaliacdo da formacgéo da camada preta foi visual, utilizando as
mesmas espigas da avaliacdo da linha de leite, foram examinadas seis sementes da
regido mediana de cada espiga e para caracterizar a camada preta foi considerada a
escala proposta por Hunter et al. (1991) sendo:

Estadio 1 — ndo h& pigmentacdo do endosperma basal ou do tecido
adjacente a regido pedicelo/placental; o tecido de reserva apresenta aparéncia
transldcida.

Estadio 2 — a regido entre o embrido e a placental/chalazal tem
aparéncia translicida, tornando-se marrom ou cinza-esverdeada, com zonas mais
escuras adjacentes ao embrido ou a regiao pedicelo/placental.

Estadio 3 — o tecido entre a base do embrido e a regido
pedicelo/placental € menos espesso e escuro que no estadio 2, como resultado do
colapso parcial e dessecacdo desse tecido. Essa camada se estende através do
funiculo e aparece como marrom-escura ou verde-oliva.

Estadio 4 — uma banda marrom-escura, geralmente com menos de
1lmm de espessura, preenche toda a base da cariopse, entre a jungao do
endosperma basal e do tecido embrionario com o tecido pedicelo/placental.

Estadio 5 — o desenvolvimento da camada preta se completa; uma fina
camada escura se estende por toda a base da cariopse.

Foi atribuido o valor correspondente a essa escala para cada semente
e, dessa maneira, calculando a quantidade média de sementes que tinha formada a
camada preta em cada parcela.

(b) (c)

Figura 2 — Imagens de sementes de milho Dow 2B587 obtidas em diferentes épocas colheita
demonstrando os estadios da camada preta, (a) estadio 3, (b) estadio 4 e (c) estadio 5
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3.3.3 Avaliacdo das Sementes com o Sal de Tetrazélio

Foram avaliadas quatro repeticoes de 50 sementes para cada
repeticdo por época de colheita, as sementes foram avaliadas logo apos a colheita
com teores de agua a partir dos 41% até 26,6% para o hibrido P4285 e 40,4 até
20,2% para o hibrido Dow 2B587. As sementes foram seccionadas
longitudinalmente e imersas em solugéo aquosa 0,075% de sal de tetrazélio, durante
2 horas a 40°C Chamma e Novembre (2007), Brasil (2009). Apds esse periodo as
sementes foram avaliadas quanto a viabilidade Brasil (2009) e quanto a coloracéo
da regido do pedicelo, da chalaza, e da regidao basal do endosperma, Figura 3,
regido em que ha as células de transferéncia de fotoassimilados da planta mée para
a semente. Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes que
tinham atividade celular, identificada pelo sal de tetrazdlio, na regido basal da

semente, que foram caracterizadas com sementes com o endosperma vivo (SEV).

embryo

kernel base

5 starch
pedicel endosgerm

basal
endosperm

Figura 3 — Seccéo longitudinal de uma semente de milho em desenvolvimento, com destaque para as
regides. Demonstrando o sistema de transporte a curta distancia de solutos do pedicelo
(tecido materno onde é o fim do floema) até a base do endosperma. Adaptado de Bewley
e Black (1994)

3.3.4 Analise de Enzimas

A técnica utilizada foi a eletroforese em gel ndo desnaturante (PAGE
12%). No momento de cada colheita foi coletada uma espiga por parcela e da parte
mediana da espiga foram retiradas 10 sementes que foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C até até a
analise ou até o preparo para a analise. As amostras foram maceradas em recipiente
de porcelana contendo nitrogénio liquido e, posteriormente, foi adicionado o tampé&o
fosfato de potassio 100mM (pH 7,5), contendo 1mM de acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) e 3mM de DL-Ditiotreitol (DTT) na proporgdo 3:1
(volume do tampéo/peso fresco) para a extracdo das proteinas. Apés esta etapa, 0
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi entdo retirado e armazenado em aliquotas, a -80°C, até o momento das analises.
A concentracdo de proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradfort
(1976), utilizando o BSA (bovine serum albumin) como padrdo, por
espectofotometria a 595 nm.

Para a corrida eletroforética foi utilizado o sistema Mini Protean Il da
Bio Rad, o gel possui espessura de 1,5 mm, altura de 65 mm e largura de 73 mm.
Para a confeccdo de um mini gel foram utilizados 3,0 mL de uma solugéo 40% de
acrilamida, 2,5 mL de tampé&o TRIS 3M (hidroximetil-aminonetano) (pH 8,9) e 4,5 mL
de agua destilada. Como catalisadores foram utilizados 19 uL de TEMED e 25 pL de
persulfato de amonio. Apds a polimerizacado desse gel de resolucao, foi aplicado o
gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 pL de acrilamida (40%), 1,25 mL
de solucédo tampéo TRIS 500 mM (pH 6,7) e 2,75 mL de agua destilada. Para a
polimerizacao foram utilizados 10 uL de TEMED e 50 pL de persulfato de amonio.
Em cada faixa do gel foram aplicadas quantidades iguais de proteinas (40 ug de
proteinas). A eletroforese foi realizada a 5°C em corrente constante de 20 mA .
placa®. O tampéao de corrida foi o TRIS 25 mM (pH 8,3) acrescido de 192 mM de
glicina — 5x concentrado, sendo diluido para 1x. A revelacdo para os sistemas
isoenzimaticos MDH e CAT foi conduzida segundo metodologia de Alfenas (2006).
As imagens com os resultados foram obtidas através do Image Scanner —

Amersham Bioscience.

3.3.5 Teor de Agua

Foi determinado por meio do método de estufa a 105 °C + 3 °C
durante 24 horas de acordo com as Regras para Analise de Sementes, Brasil (2009),
e o0s resultados expressos em porcentagem de agua em relagdo a massa seca da

semente.

3.3.6 Massa Seca da Semente
Foi determinada com as mesmas sementes utilizadas para

determinacdo do grau de umidade. O peso final foi dividido pelo numero de
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sementes e os resultados foram expressos em massa por semente (JACOB et al.,
2014).

3.4 Analises das Sementes Apoés a Colheita

As espigas colhidas foram despalhadas, secadas em estufa com
circulacao de ar forcada a 35°C até atingirem 25% de agua e, depois, a 41°C até
atingirem 12% de agua; a seguir as sementes foram retiradas manualmente das

espigas para a obtengéo das sementes para as demais analises, conforme segue:

3.4.1 Teor de Agua

Determinado conforme indicado anteriormente.

3.4.2 Teste de Germinacao

Avaliacdo de quatro repeticoes de 50 sementes por tratamento. As
sementes foram distribuidas em papel, marca Germitest, umedecido com quantidade
de a4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco; a seguir, foram mantidas
em germinador com temperatura de 25°C, com avaliagbes aos 4 e aos 7 dias. Os

resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

3.4.3 Teste de Frio

Avaliacdo de quatro repeticdes de 50 sementes, que foram distribuidas
em papel, marca Germitest, umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5
vezes 0 peso do substrato seco. Posteriormente as sementes foram colocadas em
uma caixa plastica e mantidas por sete dias em camara fria a 10°C. Ao final desse
periodo, foram colocadas em germinador com temperatura de 25°C e apés 4 dias a
germinacao foi avaliada. O resultado foi expresso em quantidade de plantulas
normais, indicada em porcentagem, conforme sugerido por Barros et al. (1999).

3.4.4 Teste de Condutividade Elétrica

Foram avaliadas quatro repeticbes de 50 sementes, previamente
pesadas. As sementes foram colocadas em copos plasticos, com capacidade para
200 mL, e, em seguida, foram colocados 75 mL de 4gua destilada. Apos isso foram
mantidas a 25°C durante 24 horas. Decorrido esse periodo, foi determinada a

condutividade elétrica da solucdo de hidratacdo das sementes, por meio de
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condutivimetro. Os resultados foram expressos em pS.cm-1.g-1 (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999).

3.4.5 Comprimento da Plantula

Avaliacao de cinco repeticdes de 20 sementes, que foram distribuidas
em papel, marca Germitest, umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5
vezes 0 peso do substrato seco e mantidas em germinador com temperatura
constante de 25°C. O comprimento da plantula foi determinado apés 72 horas por
meio do software Seed Vigor Imaging System (SVIS®). Os resultados foram

expressos em centimetros e pelos indices calculados pelo software.

3.4.6 Teste de Envelhecimento Acelerado

Avaliacao de quatro repeticdes de 50 sementes, que foram distribuidas,
em uma camada uniforme, sobre uma tela de aluminio fixada no interior de uma
caixa pléstica (11cm x 11 cm x 3 cm) e no fundo dessa caixa foram colocados 40 mL
de agua, em seguida, foram transferidas para uma camara regulada a 41°C, onde
permaneceram por 72 horas. Apdés esse periodo, foi instalado o teste de
germinacao, conforme descrito, e a avaliacdo foi aos quatro dias. Os resultados

foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

3.4.7 Emergéncia da Plantula

Avaliacdo de quatro repeticdes de 50 sementes, que foram distribuidas
em uma camada de areia umedecida. A quantidade de agua que foi utilizada para o
umedecimento da areia correspondeu a 60% da sua capacidade de retencdo. Para
cobrir as sementes foi distribuida uma camada uniforme de areia de,
aproximadamente, 1 cm. As caixas com areia onde foram semeadas as sementes
foram mantidas em condicbes de ambiente de laboratério e as avaliagbes foram
feitas aos quatro e aos sete dias. Os resultados foram expressos em porcentagem

de plantulas emersas, pois nao foi avaliado o sistema radicular.

3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado o delineamento de blocos aleatorizado. Para a analise de
variancia foram considerados os tratamentos e a comparacdo de médias pelo teste
de Tukey (0,05), utilizando o software SAS®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A semente do hibrido P4285, que tem o endosperma do tipo duro, apresentou
40,9% de agua inicial aos quarenta dias apos o florescimento (DAF), Tabela 1, e
26,6% aos 68 DAF, com reducao de 34,9% na medida em que a semente se formou.
A massa seca variou entre 254 mg e 320 mg um acréscimo de 26% em sua massa
seca final, Figura 4. A quantidade de massa seca pode ser variavel, porque esta
relacionada aos fatores genéticos de cada linhagem ou hibrido (EGLI; TEKRONY,
1997).

Acumulo de Massa Seca

340 mg
320 mg { J
300 mg le 4 Py

280 mg
y =-0,1565x? +18,757x - 248,37

R?=0,9498
260 mg

240 mg

220 mg
36 DAF 40 DAF 44 DAF 48 DAF 52 DAF 56 DAF 60 DAF 64 DAF 68 DAF 72 DAF

Figura 4 — Analise de regressédo do acumulo de massa seca de sementes do hibrido P4285, colhidas
aos 40,44,48,52,56,60,64 e 68 DAF, respectivamente no eixo x

Durante as fases iniciais do desenvolvimento da semente ocorre a intensa
diviséo celular para formar os tecidos da semente e os tecidos de reserva acumulam
nutrientes necessarios para a germinacdo da semente (BEWLEY; BLACK, 1994;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). No caso da semente de milho um dos tecidos de
reserva é o endosperma, no qual sdo armazenadas a amilopectina e a amilose que
durante a germinacdo sao degradadas pela enzima amilase, gerando energia em
forma de ATP, desencadeando um longo processo para o estabelecimento da
plantula (BEWLEY; BLACK, 1994; CASTRO; BRADFORT; HILHORST, 2004).

O teor de agua se mantem elevado durante todo o desenvolvimento da
semente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012) e, no caso das sementes ortodoxas,

apos terem sido formadas h&a a reducéo do teor de agua e do metabolismo e ha o



34

preparo para a fase do armazenamento. Para as sementes do hibrido P4285 a
reducdo no teor de 4gua foi de 34,9% durante o periodo dos 40 DAF aos 68 DAF.

Os resultados das avaliacbes do maximo acumulo de massa seca, do teor de
agua e da linha de leite para as sementes do hibrido P4285 indicaram que o PM foi
atingido aos 56 DAF. Neste momento o maximo de acumulo de massa seca
correspondeu a 308 mg.sementet, com um teor de agua de 32,1% e a linha de leite
se encontrava no estadio 4 com, aproximadamente, 75% do endosperma
solidificado. Porém, esses indicadores néo tiveram relagdo com a camada preta, em
funcdo da caracterizagao proposta por Hunter et al. (1991) que afirmaram que o PM
corresponde ao estadio 4 da formacdo da camada preta, porém para as sementes

do hibrido P4285 correspondeu ao estadio 5.

Tabela 1 — Sementes de milho, hibrido Pionner 4285: resultados do teor de &gua (TA), viabilidade das sementes
pelo teste de tetrazolio (TZ), teste de germinagéo das sementes Umidas (TGSU) e apds a secagem
(TGSS), emergéncia da plantula (EP), massa seca (MS), estadio da camada preta (CP), estadio da
linha de leita (LL) e sementes com o endosperma vivo (SEV)

TA TZ TGSU TGSS EP SEV MS CP LL
% mg

40 DAF 41,0 96 a a 99 a 98 a 100 254 f 1 1
44 DAF 39,3 97 a 1b 99 a 99 a 100 269 e 2 2
48 DAF 36,7 99 a 14 c 98 a 100 a 98,17 296 d 3 3
52 DAF 34,8 99 a 17 c 100 a 99 a 79,33 302 cd 4 4
56 DAF 32,1 99 a 35 d 99 a 100 a 10,67 308 abc 5 4
60 DAF 31,5 99 a 53 e 99 a 99 a 2,75 313 ab 5 5
64 DAF 29,1 99 a 73 f 99 a 98 a 0,08 320 a 5 5
68 DAF 26,6 99 a 88 g 98 a 99 a 0,00 298 d 5 5

CV % 0,85 4,21 0,72 1,04 3,27
* Na coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo tém diferenca estatistica significativa (teste de
Tukey p £ 0,05)

Embora ndo tenha sido avaliada a comparacéo entre os resultados dos testes
de germinacdo com as sementes Umidas e as secas, Tabela 1, € possivel verificar
gue desde os 40 DAF a germinacdo das sementes avaliadas apos a secagem foi
praticamente 100%, independentemente do momento de colheita, demonstrando
gue as sementes ja haviam adquirido a tolerdncia a dessecacdo. No entanto, as
sementes avaliadas Umidas (TGSU) ndo germinaram até os 44 DAF e a partir desse
periodo houve o aumento da germinacgéo, que atingiu 0 maximo aos 68 DAF, mas a
germinacao foi inferior ao valor obtido com a germinacdo das sementes avaliadas

Secas.
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A avaliagdo da viabilidade das células do endosperma, SEV, Tabela 1,
utilizando o sal de tetrazdlio, apresentou relacdo similar a dos resultados do teste de
germinacao das sementes Umidas, pois até os 44 DAF 100% das sementes tinha o
endosperma vivo e aos 68 DAF nenhuma das sementes tinham o endosperma vivo.

Os resultados do teste de germinacao das sementes Umidas relacionaram-se
ao acumulo de massa seca, uma vez que aos 40 DAF as sementes ndo germinaram
e a quantidade de massa seca foi a menor, no entanto com 0 aumento progressivo
da massa seca também houve o aumento da germinacdo das sementes Umidas.

Os resultados relacionados a viabilidade das sementes de milho, Tabela 1,
determinada pelo sal de tetrazélio, foram compativeis com os resultados do teste de
germinacao das sementes secas e da emergéncia da plantula.

Esses valores, provavelmente, estdo relacionados a acdo do acido abiscisico
(ABA) que suprime a germinacgdo precoce durante a fase de pré-maturidade, quando
a semente tem ainda mais de 35% de agua, dependendo da espécie. Esse &cido
atua diretamente na supressdo da reversdo do metabolismo e somente quando a
semente estd na fase de rapida desidratacdo € que o nivel de ABA diminui
(BEWLEY; BLACK, 1994; KERMODE, 1995).

Houve variacdo entre os resultados dos testes de vigor utilizados para
caracterizar a qualidade das sementes do hibrido Pioneer 4285, nos diferentes
momentos de colheita, Tabela 2. Os resultados das avaliagdes do comprimento da
plantula e do indice calculado pelo software SVIS® foram estatisticamente superiores
aos demais aos 56 DAF, que correspondeu ao PM. Porém, o resultado do teste de
envelhecimento acelerado ndo coincidiu com estes resultados, pois o valor maximo
da germinacado das sementes foi atingido a partir dos 48 DAF, oito dias antes do PM.
Por outro lado, os resultados do teste de frio ndo tiveram variacdo estatistica

significativa.
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Tabela 2 — Sementes de milho Pioneer 4285: resultados dos testes de envelhecimento acelerado (EA) e de frio
(F), comprimento da plantula (COP), indice de vigor (IV)

EA F COP v

(%) (%) (cm)
40DAF 94 b 9 a 59 c 670 ¢
44DAF 94 b 9 a 745 b 784 b
48 DAF 98 a 9 a 6,06 ¢ 680 c
52DAF 96 ab 98 a 503d 612 d
56 DAF 98 a 99 a 8,17 a 834 a
60DAF 96 ab 98 a 5,70 ¢ 665 c
64 DAF 98 a 9 a 6,08 c 678 ¢
68 DAF 99 a 98 a 2,89 e 465 e
CV% 1,80 2 17,51 8,35

* Na coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo tém diferenga estatistica significativa (teste de
Tukey p < 0,05)

Jacob Junior et al. (2014) verificaram que houve variacdo no periodo do
aparecimento da linha de leite no estadio 4 para as sementes de milho de trés
hibridos, dois deles apresentaram esse estadio aos 52 DAF e outro somente aos 60
DAF.

Em outro trabalho Faria et al. (2002) relataram um intervalo de 35,5 a 41,7%
de agua para o estadio 4 da linha de leite, quando 75% do endosperma esta
solidificado.

Para as sementes do hibrido P4285 o estadio 4 da linha de leite foi atingido
aos 56 DAF com 32,1% de agua e com o maximo de acumulo de massa seca. A
camada preta aos 56 DAF estava no estadio 5, diferente do relatado por Hunter et
al. (1991) que considerou que no PM a camada preta corresponde ao estadio 4.
Afirmaram ainda que em condi¢bes adversas como, por exemplo, a reducdo dos
graus dias, ha alteracéo do fluxo de metabdlitos para a semente e assim modificar o
periodo da formacéo da camada preta (AFUAKWA; CROOKSTON; JONES, 1984).

Utilizando o sal de tetrazolio, aos 56 DAF foi observado que 10,67% das
sementes avaliadas possuiam atividade nas células da regido da chalaza e das
células de transferéncia do endosperma para o embrido. As sementes com atividade
nas células da regido da chalaza apresentaram uma tendéncia decrescente,
iniciando com 100% aos 40 DAF, mantendo aos 44 DAF e reduziu abaixo de 50%
somente aos 56 DAF e finalizou com nimeros proximos a zero aos 60, 64 e 68 DAF,

Figuras 5 e 6, e Tabela 1.
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Figura 5 — Sementes de milho P4285 resultados de: teor de dgua (TA), teste de germinagdo com
semente seca (TGSS), teste de germinagdo com semente umida (TGSU), sementes
com o endosperma vivo (SEV), ponto de maturidade (PM), envelhecimento acelerado
(EA)

A morte celular programada, da regido da chalaza e da regido de
transferéncia do endosperma para o embrido, representada pela avaliacdo da
coloracdo do endosperma pelo sal de tetrazélio, Tabela 1 e Figura 6, relacionou-se
com o0 acumulo maximo da matéria seca e coincidiu com o estadio 4 da linha de leite
e 0 estadio 5 da camada preta, houve também relacéo positiva desse resultado com

os resultados do comprimento da plantula.
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Figura 6 — Sementes de milho, hibrido P4285, & esquerda antes do PM e a direita no PM

A reacgdo decorrente da agdo do sal de tetrazélio com prétons de hidrogénio é
a formacé@o de um composto vermelho denominado trifenil formazan. Esses protons
de hidrogénio séo produzidos quando a enzima malato desidrogenase (MDH) reduz
o NAD* para NADH + H* e esses prétons de hidrogénio liberados reagem com o sal
de tetrazdlio, assim somente as células vivas que estdo respirando apresentam a
coloragédo especifica dessa reagdo. Essa reacdo ocorre nas mitocéndrias, onde o
ciclo de Krebs atua para produzir ATP através da respiracao celular (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Dessa maneira, para verificar essa relacdo foi utilizada a técnica de
eletroforese de enzimas para detectar a atividade da enzima MDH, Figura 7, e houve
a possibilidade de determinar que aos 56 DAF, antes da semente de milho atingir a
maturidade fisioldgica havia mais atividade dessa enzima e apds esse momento
houve reducéo. Isso pode ser explicado devido ao avanco da formagédo da semente
e na medida em gque as sementes atingiam o PM as células da regido da chalaza e
as células de transferéncia do endosperma para o embrido param de atuar, pois ndo
h& mais a transferéncia de metabdlitos da planta para a semente. Além de que apés
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a maturidade fisiol6gica o metabolismo celular do embrido é reduzido para que haja

a conservacao da semente.

43 DAF 48DAF 52DAF 56DAF 64 DAF 68 DAF

Figura 7 — Eletroforese da enzima malato desidrogenase (MDH) de sementes de milho do hibrido
P4285, colhidas aos 44,48,52,56,64 e 68 DAF.

Ao atingir a maturidade fisiologica, a semente reduz o metabolismo
para evitar a deterioracdo precoce dos tecidos devida a oxidacdo causada pelas
espécies de oxigénio reativo (EOR) Castro, Bradfort e Hilhorst (2004), assim, havia a
expectativa de que a atividade da MDH, que tem como sitio de acdo o ciclo de
Krebs, fosse reduzida, o que de fato ocorreu, como pode ser visualizado na Figura 7.

No caso da catalase (CAT) a analise de eletroforese, Figura 8, indicou
atividade reduzida aos 44 DAF e o aumento gradativo aos 48,52,56,64 e 68 DAF em
que as sementes de milho, hibrido P4285, foram colhidas. Essa alteracdo da
quantidade da enzima catalase (CAT) ja foi descrita por outros autores que
pesquisaram sementes de outras espécies (LIU et al., 2011; NAKADA et al., 2011;
PERALTA; SILVA; ACEVEDO, 2011).

A CAT atua como anti-oxidante complementando a acdo da
superoxidase dismutase (SOD), que capta o O2" e transforma em peréxido de
hidrogénio (H202) e na sequéncia a CAT transforma o H202 em H20+0z, ja que este
composto € prejudicial as células vegetais. Portanto, hA medida em que a semente
se forma, esse complexo anti-oxidante atua de forma a impedir qualquer dano as

organelas celulares.
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Figura 8 — Eletroforese de sementes de milho, do hibrido P4285, reveladas para a enzima catalase
(CAT)

Os resultados obtidos para as sementes do hibrido Dow 2B587 foram
similares aos das sementes do hibrido P4285, mas em alguns parametros houve
diferenca. A primeira colheita das sementes desse hibrido foi aos 40 DAF quando
tinham 40,4% de agua e aos 68 DAF tinham 20,2%, tabela 3, houve reducéo de 50%
no grau de umidade, o que é esperado durante a formacdo da semente, uma intensa
desidratacdo da semente para reduzir o teor de 4gua para 10 a 20% no caso das
sementes de milho Carvalho e Nakagawa (2012), reduzindo a atividade metabdlica
dos tecidos.

A massa seca, Figura 9, apresentou um acréscimo 16,57% devido ao intenso
acumulo de reservas, principalmente no endosperma, que ocorre na fase final do
processo de maturacdo. Essas reservas serdo utilizadas posteriormente para a

plantula se desenvolver.

Acumulo de Massa Seca

275 mg

270 mg o
265mg ettt e
260 mg ° ®
255 mg :
250 mg e y =-0,0864x2 + 10,432x - 47,925
245 mg o R2=0,9078

240 mg !
235 mg
230 mg

225 mg
36 DAF 40 DAF 44 DAF 48 DAF 52 DAF 56 DAF 60 DAF 64 DAF 68 DAF 72 DAF

Figura 9 — Andlise de regressdo do acimulo de massa seca de sementes do hibrido Dow 2B587,
colhidas aos 40,44,48,52,56,60,64 e 68 DAF, respectivamente no eixo x
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O resultado do teste de germinagdo com as sementes secas (TGSS), Tabela
3, evidenciou que houve reducéo significativa aos 68 DAF. Esse dado comprova que
as sementes a partir do PM estdo formadas e se forem mantidas em campo,
especialmente em condi¢cdes adversas, havera reducdo da qualidade do parametro
fisiolégico.

O resultado de emergéncia da plantula foi similar aos resultados do teste de
germinacdo de sementes secas, com a reducdo na germinacdo nas Ultimas
avaliacdes. Porém o teste realizado com o sal de tetrazolio demonstrou que havia
uma quantidade maior de sementes viaveis, mas essas sementes posteriormente
ndo germinaram. Este fato pode estar relacionado com a incidéncia de patégenos na
semente. Para o hibrido Dow 2B587 no final do seu ciclo no campo foi registrado,
por meio visual, incidéncia do fungo Giberela zeae que causa a podridao da espiga,
o que foi confirmado nos testes de germinacao, em funcdo da presenca de micélios
do fungo, que causou aumento da quantidade de sementes mortas.

A germinacdo das sementes Umidas (TGSU) aos 40 DAF foi de 68%
enquanto que a das sementes avaliadas secas (TGSS) foi de 98%. A semente ja
estava formada neste momento, porém o metabolismo ainda nao tinha sido revertido
Bewley e Black (1994). Somente aos 48 DAF os resultados da germinacdo das
sementes avaliadas Uumidas (TGSU) e das sementes avaliadas secas TGSS os
resultados foram similares, demonstrando assim que o metabolismo foi revertido e a

semente ja tinha tolerancia a dessecacao.

Tabela 3 — Sementes de milho Dow 2B587: resultados do teor de agua (TA), viabilidade das sementes pelo teste
de tetrazdlio (TZ), teste de germinagdo com sementes secas (TGSS) e com as sementes Umidas
(TGSU), emergéncia de plantas (EP), sementes com endosperma vivo (SEV), massa seca (MS),
estadio da camada preta (CP) e estadio da linha de leite (LL)

TA TZ TGSU TGSS EP SEV MS CP LL
% g

40 DAF 40,4 99 a 68 b 98 a 98 a 100 11,59 d 3 3
44 DAF 38,3 99 a 72 b 99 a 98 a 96,7 12,25 c 4 3
48 DAF 35,2 99 a 90 a 98 a 95 ab 89,33 12,41 c 4 4
52 DAF 31,2 100 a 98 a 98 a 97 a 7508 13,37 ab 4 5
56 DAF 29,6 99 a 98 a 98 a 97 a 19,58 13,00 b 5 5
60 DAF 28,6 100 a 97 a 91 ab 91 ab 4,25 13,51 a 5 5
64 DAF 23,8 99 a 95 a 92 ab 93 ab 0,08 13,34 ab 5 5
68 DAF 20,2 99 a 88 a 90 b 87 b 0,00 13,04 b 5 5
CV % 0,71 7,29 4,86 5,66 3,70

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo tém diferenca estatistica significativa (teste de
Tukey p < 0,05)
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Segundo os critérios determinados por Hunter et al., (1991) que afirmaram
que o PM é atingido com estadio 4 da linha de leite e da camada preta, as sementes
do hibrido Dow 2B587 atingiram esses pontos aos 48 DAF. Nesse momento o teor
de agua era de 35,2% e o acumulo de massa seca era de 91,6% em relacdo ao
maximo encontrado, com um valor de 248 mg.sementel. Esses mesmos autores
afirmaram que existe relacao entre as formacgdes da camada preta e da linha de leite
e 0 maximo de acumulo de massa seca, portanto provavelmente para as sementes
desse hibrido o PM foi atingido entre os 48 e os 52 DAF quando a linha de leite e a
camada preta estavam no estadio 4 e coincidiu com o maximo de acumulo de massa
seca.

Utilizando o sal de tetrazolio, de acordo com a semente e 0s métodos
mencionados anteriormente, para identificar a atividade celular no transporte de
metabdlitos para o embrido, o PM foi identificado aos 56 DAF quando a quantidade
de sementes com endosperma vivo (SEV) correspondeu a 19,58%. Indicando assim,
gue 80,42% das sementes avaliadas ja ndo apresentavam mais células vivas na
regido basal da semente e no pedicelo, ndo reagindo com o sal de tetrazdlio, o que
possibilita concluir que ja estavam formadas.

O resultado da avaliacdo da utilizacdo do sal de tetrazélio ndo correspondeu
com os dos parametros anteriores mencionados, tais como, a camada preta, a linha
de leite e o maximo de acumulo de massa seca, identificando o PM
aproximadamente 6 dias apds 0s outros parametros avaliados citados anteriormente.

Os resultados dos testes de envelhecimento acelerado e de frio, do
comprimento da plantula e do indice de vigor atingiram os maiores valores antes do
PM, especialmente os obtidos aos 40 DAF, Tabela 4, os resultados dos testes de
envelhecimento acelerado e de frio foram similares demonstrando um decréscimo
significativo da germinacdo das sementes na medida em que decorreu o tempo de
colheita, os resultados do teste de envelhecimento acelerado foram estatisticamente
inferiores aos 64 DAF e aos 68 DAF e os do teste de frio aos 68 DAF.
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Tabela 4 — Sementes de milho Dow 2B587: resultados do envelhecimento acelerado (EA), teste de frio (F),
comprimento de plantulas (COP) e indice de vigor (V)

EA F COP v

(%) (%) (cm)
40 DAF 99 a 98 a 7,16 a 780 a
44 DAF 98 a 99 a 6,81 a 741 b
48 DAF 95 ab 98 ab 578 b 663 C
52DAF 92 ab 89 ab 3,96 d 542 e
56 DAF 95 ab 91 ab 4,06 d 548 e
60 DAF 90 ab 90 ab 442 cd 577 de
64 DAF 87 b 89 ab 4,79 ¢ 605 d
68 DAF 85 b 86 b 569 b 675 ¢
CV% 6,09 541 12,86 7,39

* Na coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo tém diferenca estatistica significativa (teste de

Tukey, p <0,05)

Para as sementes do hibrido Dow 2B587 o méximo da qualidade foi

determinada 8 dias antes do PM aos 40 DAF para todos os testes utilizados. O efeito

negativo da perda de qualidade ao longo do periodo avaliado entre os 40 DAF e os

68 DAF, é demonstrado na Figura 10, onde se observa que apés o PM ha a reducéo

de todos os resultados da avaliagcdo da qualidade das sementes.
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Figura 10 — Sementes de milho P4285 resultados: do teste de germinacdo com semente Umida
(TGSU), teste de germinagdo com sementes secas (TGSS), teor de agua (TA), ponto de
maturidade (PM), sementes com o endosperma vivo (SEV), teste de envelhecimento

acelerado (EA)

Os resultados das analises eletroforéticas das enzimas CAT e MDH para as

sementes do hibrido Dow 2B587, tiveram os mesmos padrdes apresentados para as

sementes do hibrido P4285, com uma reducgéo da atividade da MDH a partir do PM,
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Figura 11, e o aumento da atividade da enzima CAT, inclusive com o aparecimento
de uma isoenzima, demonstrando uma atividade acentuada do complexo anti-
oxidante aos 64 DAF, Figura 12.

Para a enzima MDH é possivel identificar a diminuicdo da intensidade da
coloracdo das bandas enziméticas a partir dos 52 DAF.

No entanto para a CAT o aumento esperado na atividade dessa enzima foi,
justamente, aos 56 DAF, quando o sal de tetrazolio identificou a maturidade

fisiologica das sementes.

ey T d A

40 DAF 44 DAF 48DAF 52DAF 56 DAF 60 DAF &4 DAF 68 DAF

Figura 11 — Eletroforese da enzima MDH de sementes de milho do hibrido 2B587 colhidas aos
40,44,48,52,56,60,64 e 68 DAF
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Figura 12 — Eletroforese da CAT de sementes de milho do hibrido 2B587, colhidas aos
40,44,48,52,56,58,60,64 e 68 DAF

Os parametros de linha de leite, camada preta e acumulo de massa seca
divergiram dos resultados da atividade do sal de tetrazélio e das andlises da
atividade das enzimas CAT e MDH. A linha de leite e a camada preta definiram o PM
aos 48 DAF, o maximo de acumulo de massa seca aconteceu aos 52 DAF, e o sal
de tetrazdlio e as enzimas CAT e MDH identificaram o PM aos 56 DAF. Essa
variagdo entre os parametros para determinar o PM pode ser devida aos fatores
genotipicos das plantas avaliadas e condices ambientais ndo controladas, o PM foi
identificado no periodo entre 48 DAF e 56 DAF.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A semente do hibrido P4285 atingiu o PM aos 56 DAF quando 89,03% das
sementes avaliadas pelo sal de tetrazolio ndo apresentavam atividade celular na
regido basal do endosperma e estavam no estadio 4 da linha de leite, estadio 5 da
camada preta e com 0 maximo acumulo de matéria seca.

Porém a formacdo da semente do hibrido Dow 2B587 teve resultados
diferentes, atingindo o estadio 4 da linha de leite e da camada preta quatro dias
antes ao maximo de acumulo da massa seca da semente, sugerindo que o PM foi
atingido entre os 48 e 52 DAF quando, provavelmente, todos os fatores convergiram
no mesmo sentido. Mas o sal de tetrazélio identificou como PM as sementes
colhidas aos 56 DAF quando 80,42% das sementes avaliadas ndo tinham atividade
na regido basal do endosperma. Dessa forma, a formacédo das sementes de milho
pelos parametros utilizados corresponderam aos 48 DAF para a camada preta e a
linha de leite, aos 52 DAF para o maximo de acumulo de massa seca e aos 56 DAF
para o sal de tetrazolio.

Essa diferenca entre os dois hibridos pode ter um fundamento genético ja que
sdo hibridos derivados de germoplasmas diferentes e também de grupos de
classificacdo do endosperma distintos. O hibrido P4285 tem o endosperma
classificado como duro, enquanto que o hibrido Dow 2B587 semi-duro. As sementes
do hibrido Dow 2B587 desenvolveram-se em menos tempo em relagdo as sementes
do outro hibrido e a linha de leite se desenvolveu de forma mais rapida.

Mas para as sementes dos dois hibridos o0 méaximo de vigor foi determinado
antes do PM; para as sementes do hibrido P4285 o resultado do teste de
envelhecimento acelerado (EA) atingiu o maximo 8 dias antes do PM, o do teste de
frio 16 dias antes do PM e as avaliagcdes do comprimento da plantula e do indice de
vigor no momento do ponto de maturidade fisiologica. Esses dados confirmam que a
gualidade maxima da semente é atingida préximo ao PM e que na medida em que a
semente permanece no campo h& possibilidade de reducdo da qualidade.

Os resultados dos testes de vigor relacionados as sementes do hibrido Dow
2B587 tiveram os maiores valores 8 dias antes do PM; apés atingirem a maturidade
fisiologica as sementes tiveram reducdo de qualidade.

A utlizacdo do sal de tetrazélio por ser um teste bioquimico possibilita

identificar o ponto de maturidade fisioldgica independentemente das influéncias do
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ambiente e do gendtipo. As avaliacfes da camada preta e da linha de leite tiveram
alteracbes em funcdo da interacdo genotipo x ambiente, apresentando dados
divergentes.

Tecnicamente é indicada a utilizacdo do sal de tetrazdlio para identificar o
ponto de maturidade fisiologica de sementes de milho hibrido. As enzimas CAT e
MDH comprovam esse resultado indicando para sementes de milho, dos dois
cultivares, a mesma caracterizacdo do PM obtida com a utilizacdo do sal de
tetrazélio. Portanto os testes bioquimicos sdo mais eficazes em determinar o PM que

0s testes praticos visuais, como a camada preta e a linha de leite.
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6 CONCLUSAO

E possivel caracterizar o ponto de maturidade fisiolégica da semente
de milho, por meio da atividade do sal de tetrazélio; essa caracterizacdo €

confirmada pela expressao das enzimas CAT e MDH.
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