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RESUMO

No Brasil, é crescente a demanda por sementesidsbde milho com
alta qualidade, principalmente em funcao da adalgitecnologias avancadas
pelos produtores. Sabe-se que a qualidade fis@aode sementes de milho é
influenciada pelo genotipo, se tornando uma impbetacaracteristica a ser
avaliada durante o processo de selecdo realizadd programas de
melhoramento. Varios genes parecem estar envolvimscontrole dessa
caracteristica, sendo os que codificam as enzirzamilases, descritos como os
de maior influéncia sobre a qualidade fisiol6égi@ stmentes de milho. No
entanto, em pesquisas mais recentes tem sido aldgegue outros genes podem
estar associados a esta qualidade. Assim, o abjetiste trabalho foi avaliar o
controle genético e a expressao de genes associagioalidade fisiolégica de
sementes de milho. Com este proposito, foi instalad campo de producéo de
sementes hibridas de milho, incluindo os reciproatiizando-se o sistema
dialelo parcial, mais as linhagens genitoras. Foutifizadas cinco linhagens
(30, 91, 57, 43, 64). Para a avaliacdo da qualidadeementes foram realizadas
as determinacdes de teor de &gua, germinacdo, i@ino®ntagem de
germinacgéo, indice de velocidade de germinacatg tksfrio, envelhecimento
artificial e deterioracdo controlada. Foram andlisaos efeitos da capacidade
geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacdo, bemmoc os efeitos
reciprocos. Foi realizada, também, a analise pmutbde LEA proteinas e das
enzimasa-amilase, MDH, ADH e PGI em sementes tratadas cdw.ANa
analise de transcritos foi estudada a expressd@eluss LEA, LEA D-34q-
amilase B73p-amilase LOC 5425 e SOD. Foi observado que ha ssg@oceda
heterose e efeito reciproco para a caracteristicaidade fisiolégica de
sementes de milho, além disso, genes com acgéoagédiiiva e de dominancia
estdo envolvidos no controle genético da qualidaielogica de sementes de
milho. O ABA reduz a atividade da-amilase, a germinacdo e a qualidade
fisiologica de sementes de milho. A expressdo deA Lffoteinas esta
relacionada a qualidade fisiolégica de sementemitte. Ha heterose e efeito
reciproco na expresséo de enzimas e proteinadada®a qualidade fisiologica
de sementes.

Palavras-chaveZea maysHeterose. LEA proteinas.



ABSTRACT

The demand for maize hybrid seeds with high quaditincreasing in
Brazil, mainly due to the adoption of advanced medbgies by growers. It is
known that physiological quality of maize seedsinBuenced by genotype,
becoming an important trait to be evaluated duting selection process in
breeding programs. Several genes seem to be irvoiviie control of this trait,
and those which encode tlweamylase enzymes are described as having the
greatest influence on the physiological qualitynadize seeds. However, recent
researches has been observed that other genes enagsbciated with seed
quality. Thus, the aim in this study was to evauite genetic control and the
expression of genes associated with maize seedyqir this purpose, a field
was installed to obtain hybrid, reciprocal and etbiline seeds using partial
dialel design. Five lines were used (30, 91, 57,643. The physiological quality
of the seeds were accessed by water content, garamn first count of
germination, germination speed index, cold testcekrated aging and
controlled deterioration. The heterosis effect,geaeral (GCA) and the specific
(SCA) combining ability and the reciprocal effegtsre estimated. Proteomic
analysis was performed for LEA proteinsamylase, MDH, ADH and PGl of
seeds treated with ABA. Transcriptomic analysis wadormed for the genes
LEA, LEA D-34, a-amylase B73g-amylase LOC 5425 and SOD. Heterosis and
reciprocal effect was observed for physiologicakdseguality, furthermore,
additive and dominant gene action were involved genetic control of
physiological quality of mayze seeds. ABA redudes &activity ofa-amylase,
germination and physiological seed quality of maeeds. Expression of LEA
proteins is related to physiological seed qualithere are heterosis and
reciprocal effect in the expression of enzymes prmteins associated with
physiological seed quality.

Keywords:Zea maysGene expression. LEA proteins.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1Atividade da enzima alfa amilase em sementes dwrflihhagem 1, 2
e hibrido) embebidas na solugcdo de paclobutrazicoacentracdes
0;0,1;0,3; 1,0; 3,0 MM..eiiniiiiie e 94

Figura 2Atividade da enzima alfa amilase em sementes derflihhagem 1, 2
e hibrido) embebidas na solucéo de acido absaisis@oncentracdes
0;0,25; 0,5; 1,0 MM, 95

Figura 3 Atividade dac-amilase de sementes de milho da linhagem 30,
embebidas em agua e em solucédo de ABA por difesgrgdodos de

Figura 4 Padrbes de LEA proteinas extraidas deerste de milho da
linhagem 30, embebidas em 4gua e em solucdo deeaBAiferentes

Figura5 A - Padrdes isoenzimaticos @ramilase em sementes de milho de
diferentes gendtipos, embebidas em agua e em sotlc@ABA; B -
Padrbes isoenzimaticos da MDH em sementes de médhdiferentes
gendtipos, embebidas em agua e em solugéo de ABA.........105

Figura6 A - Padrdes isoenziméticos da ADH em sémsenle milho de
diferentes gendtipos, embebidas em agua e em sotlc@ABA; B -
Padrbes isoenzimaticos da PGl em sementes de dddiferentes
gendtipos, embebidas em agua e em solugéo de ABA.........107

Figura 7 Zimograma de LEA proteinas extraidas deesges de milho de
diferentes gendtipos, embebidas em &gua e em solug

Figura 8 Proteinas LEA extraidas de sementes dbonde diferentes
gendtipos, embebidas em agua e em solugéo de ABA.........110

Figura 9 Perfil da expresséo quantitativa relaties genes Alpha amylase
(LOC542522) e Alpha amylase B73 em sementes deonilhs
linhagens 30 e 43 e dos hibridos 43/30 e 30/43....cc.c.... ... 112



Figura 10 Perfil da expressdo quantitativa relatidas genesLate
embryogenesis abundant protein®-34 (LEA D-34) e Late
embryogenesis abundant proteifiA) em sementes de milho das
linhagens 30 e 43 e dos hibridos 43/30 e 30/43.................114

Figura 11 Perfil da expressédo quantitativa relatioa genes SOD em sementes
de milho das linhagens 30 e 43 e dos hibridos 4330



LISTA DE TABELAS

Tabela 1Descri¢éo das linhagens de milho utilizadas naypsag- Lavras

Tabela 2 Resumo da Andlise de Variancia para estadss obtidos nos testes
de primeira contagem de germinacdo (PCG), porcentagle
germinacédo (TG), velocidade de germinacao (VG}etds frio (TF),
envelhecimento artificial (EA) e deterioragdo colada (DC) de
sementes de linhagens e hibridos de milko Lavras -

Tabela 3 Valores médios (%) de plantulas e da ¢meno teste de primeira
contagem de germinacdo (PCG) e no teste de geduin@dS) de
sementes de linhagens e hibridos de milko Lavras -

Tabela 4valores médios (%) de plantulas e da heteroseste tie velocidade
de germinacao (VG) e no teste de frio (TF) de seéesette linhagens e
hibridos de milho - Lavras -

Tabela 5 Valores médios (%) de plantulas e da heterose ste tde
envelhecimento artificial (EA) e no teste de det@gédo controlada
(DC) em sementes de linhagens e hibridos de milhbavras —

Tabela 6 Quadrados médios das capacidades ger@l)(€@specifica de
combinacgédo (CEC) e dos efeitos reciprocos (ER)emas (EM)
e nao-maternos (NM), para os testes de primeiratagem de
germinacdo (PCG), porcentagem de germinacdo (TG),
velocidade de germinacéo (VG), teste frio (TF),eth@cimento
artificial (EA) e deterioracao controlada (DC)—Las¥ 2015...64

Tabela 7 Estimativas dos efeitos de capacidadé dereombinacéo (G),
capacidade especifica de combinacgéo (S), efeiiproao (R),
materno (M) e ndo-materno (NM) para os testes dmema
contagem de germinacdo (PCG), porcentagem de gsgéon



(TG), velocidade de germinacdo (VG), teste frio )TF
envelhecimento artificial (EA) e deterioracao coftada (DC) —

Lavras — 2015, ... 68
Tabela 8Descri¢do das linhagens de milho utilizadas naypsag- Lavras

— 2005, 63
Tabela 9 Primers utilizados na analis@BF-PCR...............cccoevevviinn. 89

Tabela 10Porcentagem de plantulas apés embebicdo das sendenteilho das
linhagens 1 e 2 e do hibrido formado por estagfishs em solucdo de
paclobutrazol por periodo de 72 horass Lavras -

Tabela 11Porcentagem de plantulas apés embebicdo das sendenteilho das
linhagens 1 e 2 e do hibrido formado por estagfiehs em solucdo de
acido abscisico (ABA) por periodo de 72 horas Lavras —

Tabela 12 Resumo da analise de variancia dos ddutiol®s no teste de primeira
contagem de sementes de protrundidas (1CGP), pairoentagem de
plantulas normais (1CGN), sementes protrundidas teste de
germinacdo (TGP) e plantulas normais no teste deigacéo (TGN)
das sementes de milho de diferentes genétipos édasebm solucéo
de ABA e agua- Lavras —2015...........cocoiiiiiiiiiiiii 98

Tabela 13 Valores médios (%) de protrusdo, plastularmais e heterose
observados aos quatro dias apds a semeadura detegrambebidas
em agua e ABA - Lavras -

Tabela 14 Valores médios (%) de protrusdo, de yk@mtnormais e heterose
observados aos 10 dias apés a semeadura de semmfielsidas em
agua e ABA - Lavras -



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
224
2.2.5
2.2.6
2.2.7
2.3
2.4
2.5

3

SUMARIO

CAPITULO L.ttt 14
INTRODUGAO GERAL ....ooviiiiieiecee e 14
REFERENCIAL TEORICO ....coiiiiiiecceeee e 16
Mercado de sementes de MilhO............coovvieiiiiiiii i, 16
Qualidade de SEMENTES........c.cuuiiiiiieeei et 17

Controle genético da qualidade fisiologica de semis de milho...19

Enzimas associadas a qualidade fisiol6gica de sertem................ 27
EXPresSSa80 gENICA........uiiiiiiiiii i 32
REFERENCIAS ...ttt 35
CAPITULO 2 .ot et 45
INTRODUGAO ..ottt 47
MATERIAL E METODOS ....ooooiiiiiiiiee et eene e 49
Instalac@o e conducao do experimento.........c.eevveveiireeeeeriineeerennnnnn. 49
Determinacéo da qualidade de sementes.............cccccceeevvevviiiinieennns 50
LIC=T0 g0 LT Vo U = TP 50
Teste de gerMiNACAD.......ccccuuuiiiiiiiiie e eee e e e eeee e e e e e e e 50
Primeira contagem de germinagaa.........ccccoeevvvvvvnieeeeeiiineeeennnnn 51
indice de velocidade de germinacao...........c..cccevevveeeeeveenennns 51.
Teste de frio SeM SOIQ........uuuuiiiiii e 52
Envelhecimento acelerado.............ooooeeiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 52
Deterioracdo controlada.............ccoeevvviiiiieeiiiiii e 52
Procedimento estatistiC.............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53
HELBIOS .t e e 54

Estimativas das capacidades geral e especifi@mcombinacéo e dos
efeitos reciprocos, materno € Nao-Materno..............ccccevvvvvvrveennnnen. 54
RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cccoeeeieeieeeeeeeeee e 56



3.1
3.2
3.21

2.11

2.1.2

2.2

221

2.2.2

2.2.3
224

3
3.1

Qualidade fisSiolOgiCa.........c.coevviiiiiieeieii e 56
Andlise da capacidade de combiNAGAO.........c.ceevieeeeiiiiiiiiiiiiieennn. 64
Estimativas dos efeitos de capacidade gef@GC) e especifico

(CEC) de combinagéo, efeito reciproco (ER), matern(EM) e néo-

MALErNO(NIM). ... e e e e et e e eenes 67
CONCLUSOES ..ottt 72
REFERENCIAS ...ttt ettt 73
CAPITULO 3 .ottt 76
INTRODUGAO ..., 78
MATERIAL E METODOS .....ooiiiiiiie e 80

Ensaio 1: Inibicdo dan-amilase durante a germinagéo de sementes

de MIINO. ..o e 80

Avaliacdo do produto e da dosagem para ingfio da expressdo de
(0= 1g 1] = T = 80
Avaliacdo da expresséo de enzimasamilase e proteinas LEA em
sementes submetidas a diferentes tempos de embebicdm ABA 82
Ensaio 2: Expressao de genes associaggsialidade fisiolégica
durante a germinacao de sementes de milho embebidasm ABA.83
Determinacgéo da qualidade fisiol6gica de semes de milho
embebidas Com ABA. ... e 84

Expresséo de genes associados a qualidasielbgica por meio da

técnica de eletroforeSe. .......uuuvvviiiiiiiii e 85
Quantificacdo de proteinas LEA..........ccccceeieeiieeeeiiiece e 86
Expressao de genes associados a qualidadelfigica por meio da

técnica de gRT-PCR ..o 86
RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cceioieiieeieee e 92

Inibicdo daa-amilase durante a germinacdo de sementes de mibd



3.2

Qualidade fisiologica e expressédo de genes em setasrde milho
embebidas com agua e ABA........coooi i, 97
CONCLUSOES......cooiiiiiieieirietieee et 118
REFERENCIAS ..ottt e 119



14

CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, tem sido observado aumento damiggnde sementes
hibridas de milho com alta qualidade, principalraesim a comercializacéo de
transgénicos no Brasil, 0 que exige das empregsatufmras altos padrbes de
gualidade, devendo ser associados a sistemas ipaxltutntaveis. Neste novo
cenario, investimentos em tecnologias sdo prigoganas empresas, pois a
producdo de sementes € uma atividade especialzadsdados devem ser
despendidos em todas as etapas do processo pmdutiv

A avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementesnidbo tem sido
realizada, principalmente, por meio de testes denigacdo e vigor para a
garantia de comercializacdo de sementes com alididgde, visando ao
estabelecimento de uma populacdo de plantas redaai@para cada cultivar.

Sabe-se que a qualidade fisioldgica de sementeslide é influenciada
pelo gendtipo, pelo ambiente e pela interacdo eé® (MEYER et al., 2012;
ROVERI JOSE et al., 2004), sendo o gendtipo umabitapte caracteristica a
ser avaliada durante o processo de selecdo realinad programas de
melhoramento. O conhecimento do controle genétieoma pa qualidade
fisiolégica de sementes é importante para a définidp processo seletivo que
maximize os ganhos visando ao desenvolvimentolt@lbs superiores.

O estudo da capacidade combinatéria possibilitatifitear as melhores
combinacdes hibridas, visando ao lancamento dedbghicom sementes de
melhor qualidade que possuam boa armazenabilidagiramtam um estande
ideal no campo. Varios genes parecem estar eneslvitb controle dessa
caracteristica. Dentre esses genes 0s que codifisaemzimas-amilases sao
descritos como os de maior influéncia sobre a dadé fisioldgica de sementes
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de milho (BEWLEY; BLACK, 1994; OLIVEIRA et al., 2B ROSA et al.,
2000). No entanto, outros genes podem estar adsscdaqualidade fisioldgica a
exemplo daqueles associados a toleréncia a defseGagespiracdo, enzimas
scavengersdentre outros (LEYMARIE et al., 2012).

Dessa forma, para a avaliacao da expressdo de @enes associados a
gualidade fisiol6gica de sementes de milho é nédeskloquear a atividade da
a-amilase. Segundo Oishi e Bewley (1990)-amilase é sintetizada quando a
camada de aleurona torna-se sensivel a giberEkisa. processo acontece com o
declinio de acido abscisico (ABA). Assim, é podsinibir a expressdo dau-
amilase com a embebigcdo das sementes em solugdBAIESODKIEWICZ;
SODKIEWICZ, 2003).

Sabe-se que a medida que a semente se desenamugno mudangas
na expressao de diferentes proteinas as quaisgmossaracteristicas e fungdes
distintas (HUGHES; GALAU, 1991). A expressao gén&aesponsavel pelo
crescimento, desenvolvimento e resposta aos esSmamnbientais de uma
planta. A determinacdo qualitativa e quantitatives ehiveis de transcritos de
células vegetais permite que genes, diferenciaknexpressos possam ser
identificados, e consequentemente, sua funcdo Gieatpode ser investigada
(KUHN, 2001).

O entendimento da expressao desses genes e doleoynético é
fundamental para o desenvolvimento de tecnologiasgarantam a producéo de
sementes com alta qualidade. A técnica de PCR @atard em Tempo Real
(qRT-PCR) tem sido utilizada para a andlise daesgéro génica em plantas e se
mostra promissora para o estudo de expressao @s gsnociados a qualidade
fisiologica de sementes de milho (ANDRADE et a13).

Diante do exposto, objetivou-se nesta pesquisada&sto controle
genético para a caracteristica de qualidade figicdoe avaliar a expressao de

genes associados a qualidade fisiologica de semdatailho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mercado de sementes de milho

A producdo mundial estimada de milho na safra 2B é de 991,92
milhdes de toneladas, segundo o Departamento dieultgra dos Estados
Unidos da América — USDA (2015). No Brasil, consigielo a primeira e a
segunda safras, a producdo esperada é de mais méh8@s de toneladas de
graos, sendo a utilizacdo de materiais de altaotegia um dos principais
fatores que contribuiram para o aumento da pradatie média da cultura no
Brasil que foi de 5,4 ton/ha na ultima (COMPANHIAANIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015)

Para atender ao mercado de gréos, considerandaargaacolhida de
15,8 milhBes de hectares e 90% de taxa de utilivatgh sementes, foram
produzidas aproximadamente 425 mil toneladas derses na safra 2013/2014
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE SEMENTES E MUDAS - ABRASE,
2014). E importante observar que houve um cresd¢oneignificativo na
producao de sementes de milho, que era de 172mellatdas em 2000/2001.

Atualmente, o milho possui expressiva importanoia mercado de
sementes, correspondendo a 45% desse mercado ehmadional. Também
tem sido observado aumento da utilizacdo de semeeténibridos simples de
milho correspondendo a 71% do mercado de milho rasiB fato que esta
associado ao aumento de investimentos em altalbgiadABRASEM, 2014).

Associado ao uso de sementes de hibridos simplessdeconsiderar
ainda que cerca de 81,5% das sementes comercaizadlltima safra foram
de sementes transgénicas. Segundo a Empresa Baaside Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA Milho e Sorgo (2015) pelénpmira vez em 2014, o
namero de cultivares transgénicas disponiveis n@ade foi maior do que o
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das cultivares convencionais. Esse fato mostra emcente demanda por
tecnologias e consequentemente maior investimantparte dos produtores, ja
que as sementes transgénicas possuem um custoquaimio comparadas ao
das sementes convencionais.
Para atender as necessidades de um produtor cadeai tecnificado,

€ importante que as empresas produtoras de senmigtam em programas de
controle de qualidade interno, por meio dos quaiscentroladas todas as etapas
do processo de produgédo, visando garantir a coatieezjdo de sementes com

alta qualidade associados a sistemas produtivtévess.

2.2 Qualidade de sementes

7

O uso de sementes de boa qualidade € importante gaaantir o
estabelecimento dos cultivos e a obtencéo de elevamdimentos. A qualidade
das sementes é determinada pela interacdo entiteutadr fisiologicos,
sanitarios, genéticos e fisicos, o0s quais intamferairetamente no
estabelecimento de plantas no campo e no potetieia@rmazenabilidade das
sementes.

Neste contexto, nas empresas produtoras de semé&mnessido
realizados investimentos no controle de qualidatierno para a avaliagdo da
gualidade fisiologica de sementes por meio desaltegerminacao e vigor para
garantir a comercializacdo de sementes com allalgda.

O vigor envolve as propriedades das sementes gtexndeam o
potencial para a germinacéo rapida e uniforme destes e 0 desenvolvimento
de plantulas normais em uma ampla faixa de consligéecampo (WANG et al.,
2015). Na semente, o vigor esta relacionado conaw de deterioracéo, ou seja,
envelhecimento, que é o resultado da soma dos gauEaleteriorativos que,

finalmente, levam a morte.
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Quando a semente atinge a maturidade fisiolégicarr® o méaximo
acumulo de matéria seca, que geralmente culmina a&améxima qualidade
fisiolégica, ou seja, ponto em que a semente api@saaior germinacao e vigor
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Nesse momento, a detmdcdo €
minima, o processo de deterioracdo é progressiexpiavel e dependente da
espécie vegetal e das condicdes de ambiente omsEmante se encontra
(NAKAGAWA, 1999). O maximo vigor atingido depende darios fatores:
genéticos, das condi¢gbes edafoclimaticas durapteaesso de desenvolvimento
de sementes, dos relacionados aos danos mecamicosrganismos e insetos,
os decorrentes das condicdes ambientais duramteaz@namento e os relativos
a densidade, ao tamanho e a idade das sementey/ ACAR; NAKAGAWA,
2000).

Sementes com alto vigor favorecem a germinacdo mdgigla e o
estabelecimento uniforme de plantulas, fatoresraedg importancia econdmica
e ecologica. Devido a alta vulnerabilidade a imjsyi doencas e estresses
abidticos, a germinacdo é considerada uma das fiaaisscriticas no ciclo de
vida da planta (RAJJOU et al., 2012).

O processo de germinacao, sob o ponto de vistddiigco, envolve os
eventos que iniciam com a embebicdo da sementermma&dterminam com a
protruséo da radicula. Para que a germinacdo g¢@rmam teor minimo de agua
gue a semente deve atingir e este é variavel cespécie. Além disso, com
abundante disponibilidade de agua, ocorre maiasciddde de embebicéo e,
neste caso, se as condicdes forem aerdbicas, ay@mer da raiz primaria
ocorre precocemente. A partir da absorcdo de agua, série de processos
fisicos, bioguimicos e fisioldgicos é aceleradamerior da semente, 0os quais,
na auséncia de outro fator limitante, resultam meedvolvimento do eixo
embrionario e na emergéncia da plantula (GUIMARABS\S; LOUREIRO,
2008).
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Os fatores que afetam a germinacdo sdo internosxternes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Os principais fatoresxgernos, ou seja,
do ambiente, que influenciam o processo germina@magua, temperatura, luz
e oxigénio. Quanto aos internos, a taxa ABA/GA ddciabcisico/acido
giberélico) é responsavel por regular a transicétabolica requerida para que
ocorra germinagao.

O &cido abscisico (ABA) é um composto resultanteclileagem de
carotenoides que controla o acimulo de reservaslerancia a dessecagdo em
sementes ortodoxas. Durante a germinacdo, o ABiceafeito inibitorio com
o0 intuito de evitar a germinagéo precoce de seraamtedesenvolvimento ainda
na planta mae (WHITE et al., 2000).

Dessa forma, para o sucesso da germinacao é mézesgiioducao de
outra classe de hormdnios, as giberelinas (GA's)ajuam ativando as enzimas
amilases as quais realizam a quebra do amido.

A qualidade das sementes deve ser garantida e daadtirante 0s
processos de producdo, no campo, no processaméms@olheita e na
comercializacdo. Contudo, sabe-se que a qualidaibédfica de sementes de
milho é influenciada pelo gendétipo, se tornando imm@ortante caracteristica a
ser avaliada durante o processo de selecdo realimad programas de

melhoramento.

2.3 Controle genético da qualidade fisiolégica de semis de milho

Nos programas de melhoramento genético de milhincipal objetivo
€ a obtencéo de hibridos de alto desempenho. B@ssa, 0 conhecimento do
comportamento das linhagens em combinagBes hibr{dapacidade de
combinacao), bem como o seu potenpal seé fundamental para a obtencdo de
hibridos superiores (LEMOS et al., 2002).
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O estudo da populacdo base e dos genitores eszodidma condi¢do
essencial para tornar eficiente qualquer prograemaelhoramento genético. Tal
procedimento permite avaliar a variabilidade geaégixistente na populacéo de
referéncia ou no grupo de pais selecionados, beno d¢oferir sobre os tipos e
as importancias relativas das interacdes génicasipam na determinacdo dos
caracteres, favorecendo a escolha do processivgejee maximize os ganhos
esperados com a selegcdo. Para realizar esses egutimum o uso de um
delineamento genético ou sistema de cruzamentosp codialelo (WRICKE;
WEBER, 1986).

De forma geral, cruzamentos dialélicos correspondeodos 0s casos
em que n genitores sdo cruzados 2 a 2. Esses gd@mdosido utilizados para
obter informacdes sobre o controle genético dectemes, na escolha de
genitores por meio das estimativas de capacidadembinacdo e na predicdo
de compostos (RAMALHO et al., 2012).

O modelo bésico, também conhecido como dialelo nbakdo,
completo ou meia tabela, inclui todas as combirmgdeEssiveis entre 0s n
genitores e também propicia informacBes obtidas giostores, reciprocos e
retrocruzamentos (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012)o Mntanto, sua
utilizacao pode ser inviabilizada pela quantidagl@enitores, pois a medida que
se aumenta o nimero de genitores envolvidos, aarserttambém o nimero de
cruzamentos que tem que ser realizado.

Para reduzir o nimero de cruzamentos, foi proposiso de dialelos
parciais. Esse dialelo é composto por dois grupos genitores distintos que
sdo cruzados. Tem como vantagem a possibilidadectiér maior nimero de
genitores (RAMALHO et al., 2012). Cruz, Regazziagiro (2012) e Morello,
Miranda Filho e Gorgulho (2001) afirmam que adafeacdos modelos de
Griffing (1956) e Gardner e Eberhart (1966) pata esquema tém possibilitado

maximizar as informagfes sobre 0s grupos estudamosim nimero menor de
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cruzamentos do que os requeridos no dialelo badalocealém de verificar os
efeitos da heterose resultante da hibridacéo estdeis grupos distintos.

Segundo Cruz, Regazzi e Carneiro (2012) os priifcip@&todos de
analise dos dialelos foram propostos por Haymam4)9Griffing (1956) e
Gardner e Eberhart (1966). O método de Hayman {18%4dilizado quando os
genitores representam uma amostra da populacéty efeatério, e deseja-se
obter informacdes a respeito do controle genétimocarater. O método de
Gardner e Eberhart (1966) é utilizado quando otiobj& avaliar o potencial de
variedadeper see em combinages hibridas, por meio de estimadeafeitos
varietais e da heterose manifestada no hibridomidtodologia proposta por
Griffing (1956), o desempenho médio de cada gead&pdecomposto em
capacidade geral de combinacéo (efeitos princigais)pacidade especifica de
combinacao (interacdes).

A capacidade geral de combinacdo (CGC) diz respeim
comportamento médio de um genitor numa série ddicamdes hibridas e gera
informacdes a respeito da concentracdo de gendsmimeantemente aditivos
em seus efeitos (Gi), auxiliando na escolha dostges em programas de
melhoramento intrapopulacional (CRUZ; REGAZZI; CARIRO, 2012). De
acordo com estes autores, quando a estimativa déb@ka, seja ela positiva ou
negativa, indica que o valor da CGC do genitor difare muito da média geral
da populacao dialélica. Se os valores de Gi s@s,adejam eles positivos ou
negativos, ha indicio de que o genitor em questAwiéo superior ou inferior
aos demais genitores do dialelo, com relacdo aengegnho médio das
progénies.

A capacidade especifica de combinacdo (CEC) é usadadesignar
casos em gue certas combinacg8es hibridas apresegitivamente melhores
ou piores desempenhos que o esperado, com baserfoenance média dos

genitores do referido hibrido, ou seja, é uma ediim dos desvios do
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comportamento de um hibrido em relacdo ao esperanpbase na CGC. A
CEC esta associada aos efeitos basicamente n&msditomo dominancia e
epistasia (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO 2012; CRUZ; VERESKY, 1989).

As estimativas dos efeitos da CEC (Sij) sdo Uteis pleterminar as
melhores combinac¢@es hibridas, mas a CEC nao éspegilal dos genitores
deve ser utilizado como parental feminino ou masouto cruzamento.

Para a maior parte das caracteristicas a utilizagiama linhagem
como parental feminino ou como parental masculirdo rinterfere no
desempenho do hibrido, mas para algumas caraic&sisa orientacdo do
cruzamento pode ser o fator responsavel pelo suc€ssiso de cruzamentos
com seus respectivos reciprocos em estudos déodiemite estimar o efeito
reciproco e consequentemente definir melhor comorugamentos devem ser
orientados (BORDALLO, 2005).

A maioria das caracteristicas controladas por gemedeares nao
apresentam diferencas significativas entre o hibeideu reciproco. Caso haja
efeitos citoplasmaticos o0s resultados dos cruzamseneciprocos serao
diferentes, onde o fendtipo dos descendentes séltieniciado pelo genitor
feminino. Esse tipo de heranca pode ser explicadalgis mecanismos: efeito
materno, em que o fenétipo dos filhos é determingdw elemento
citoplasmético materno devido a seus genes nusleae heranca
extracromossbmica, em que a heranca é devido as gemalizados no
citoplasma, principalmente em mitocéndrias e clasipos (RAMALHO;
SANTOS; PINTO, 2012).

De acordo com Cockerham e Weir (1977), o efeitépreco pode ser
decomposto em materno (efeito reciproco geraloenmgterno (efeito reciproco
especifico). Essa decomposicdo do efeito recipraxo permite inferir se o
efeito € causado pelo DNA citoplasmatico, se édiediinteracdo entre o DNA

citoplasmético e o nuclear, ou se é devido apenadedto ambiental associado
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especificamente aos pais ou aos cruzamentos. Hentado que o efeito

reciproco foi heranca materna, o carater em questéerdavel e pode ser
explorado na populacédo. Mas, se o efeito estidacimmado ao ambiente ou a
interacdo genodtipo ambiente, aumentaria o viésatddises genéticas (WU;
MATHESON, 2001).

Wu e Matheson (2001) estudando o efeito reciprataterno e nao
materno, em esquema de dialelo parcial em arvaresntheiro, concluiram que
o dialelo parcial é eficiente para estimar os par&tnos genéticos e 0s
componentes da variancia. Os mesmos autores tango@ciuiram que a
utilizagdo dos cruzamentos reciprocos em uma esirute acasalamento de
dialelo parcial ndo prejudica as analises genétmaando comparadas as
analises de dialelo parcial padrdo e que os cruzmseeciprocos devem ser
utilizados quando a utilizacdo do parental comoe#ru macho facilita as
operacdes de producado ou diminuem 0s custos.

O efeito materno, muitas vezes, esti relacionadocaracteristicas
relacionadas a semente, uma vez que na fertilizagha das células
espermaticas do grédo de pélen funde-se a oosfemdqanar o zigoto e a outra
célula espermatica funde-se a um tecido formadartr pla diferenciacdo dos
dois nlcleos polares, dando origem a uma estratiglaide, que formara o
endosperma. Sendo assim, 0 zigoto que dara origplanga possui 50% da
informacdo dos cromossomos de origem paterna ede0étigem materna. Ja o
endosperma apresenta 66,66% dos cromossomos nsageapenas 33,33% dos
cromossomos paternos (VEIT et al., 1993). Sendmassefeito materno sobre
a expressao de genes € muito mais forte no endospédo que em tecidos
vegetativos (STUPAR; HERMANSON; SPRINGER, 2007).

Em sementes de milho, diferencas na expressadger@oentre hibridos
e reciprocos tém sido observadas para varias edsittas como 6leo e proteina
no embrido (MILLER; BRIMHALL, 1951), peso seco dmlgrido e endosperma
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(BAGNARA; DAYNARD, 1983), germinacdo de sementes ebaixa
temperatura e toleréncia a danos por secagem (KARA et al., 2002) e
tolerancia a alta temperatura de secagem (ROVEREJQ004).

Gomes et al. (2000) estudando o efeito da hetenaseualidade
fisiolégica de sementes de milho, observaram efeitgproco significativo para
germinagdo, comprimento de parte aérea e radi@dedallo et al. (2005)
estudando o controle genético de caracteres agiooére proteina total em
genotipos de milho doce, observaram efeito rectprsignificativo para o
carater estande. Oliveira et al. (2015) estudan@s tinhagens contrastantes em
relacdo a qualidade de sementes, com seu respddtivio e reciproco,
também observaram efeito reciproco para a qualifisid®gica de sementes.

Esses resultados indicam a importancia da escotim phrentais
masculino e feminino para instalacdo de campos rddupdo de sementes
hibridas de milho, visando a obtencdo de sementes alto potencial
germinativo.

Nas andlises dialélicas, quando ha as informagsgdis, também é
possivel estudar o efeito da heterose. Heterogergno utilizado para descrever
um fendmeno no qual hibridos F1 sédo geneticameperi®r aos pais (SHULL,
1948). Desde a sua descoberta este fendmeno term&dsivamente utilizado
para aumentar a produtividade, biomassa, precagidadilidade, resisténcia a
estresses biodticos e abidticos e outras caragtadgsiNo entanto, os mecanismos
moleculares responsaveis por este vigor hibriddaaindo estdo totalmente
elucidados (HALLAUER; KARENA; MIRANDA FILHO, 2010).

A heterose € um fendmeno complexo, em grande partgolada por
varios genes e com interacdes alélicas, refletamwarias caracteristicas (FU et
al., 2014). Muitos trabalhos foram realizados coabjetivo de elucidar as bases
genéticas da heterose e algumas hipGteses forgugpas. A primeira hipotese

€ a da dominéancia, no qual fatores dominantes ddagparentais mascaram 0s
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alelos recessivos do outro parental no heterozigdioem um esquema de
complementacéo génica (BRUCE, 1910; DAVENPORT, 19@8\ES, 1917).
A segunda hipétese refere-se a sobredominanciaualaogloco heterozigoto
confere melhor desempenho que o loco homozigotoSTEAL936; SHULL,
1948). A Ultima é a hip6tese de epistasia que fererad superioridade da
interacdo ndo alélica no heterozigoto F1 (STUBERAL

Com o avango das técnicas moleculares, teorias leoreptares estdo
sendo levantadas para ajudar elucidar este fenéridmem (2013) sugere que a
interacdo alélica de genomas parentais altera grggmacdo de genes que
aumentam o vigor, o crescimento, a tolerancia i@sssts e a produtividade em
plantas. Muitos autores apontam a regulacdo egiganéomo um dos fatores
fundamentais para a heterose, pois altera a naildg DNA e a expressao de
RNAs pequenos em hibridos, fato relacionado asetifas nas atividades dos
genes e nos fenétipos heteréticos (GREAVES e2@1.2; GROSZMANN et al.,
2011, 2013; HOFMANN, 2012; HOLLICK, 2008; SHEN dt, 2012). Outras
hipéteses também foram levantadas, como a possvielcdo na estrutura do
genoma (FU; DONNER, 2002; SONG, 2003), a funcae&fipa de proteinas e
as modificacBes pds-transcricionais (GUO et al1320PASCHOLD et al.,
2010). No entanto, a maior parte dos estudos falizegla com plantas
totalmente desenvolvidas e pouco se sabe sob@sas genéticas e moleculares
da heterose na qualidade de sementes.

Alguns trabalhos foram realizados com o intuitoedeudar o efeito do
vigor hibrido na germinacdo (GOMES et al., 2000;E0BIER et al., 2006;
REIS et al., 2011; ROOD et al., 1990; ROOD; LARSHSS88; ROVERI JOSE
et al., 2004; SILVA et al.,, 2008) e estagios irikide desenvolvimento das
plantas de milho (HOECKER et al., 2006). Em variesses trabalhos, foi
constatado que as plantas hibridas apresentam miEigdncia nos sistemas

enzimaticos comparada a das linhagens parentajge explica 0 maior vigor
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das sementes. Segundo Ding et al. (2012) a représsénicroRNA no hibrido
que resulta em uma maior eficiéncia na expressaajépode ser uma das
razdes pela qual os hibridos apresentam maior dig@ementes comparados as
linhagens parentais.

Em alguns trabalhos foi observado que a maior iddde de
germinagao e o crescimento vigoroso das plantmyva&m associados a maior
atividade metabdlica de proteinas, RNA, e DNA nobrdes (FU et al., 2011;
GUO et al., 2013; MEYER et al., 2012). Os automsficaram, também, que no
embrido hibrido, o metabolismo de proteinas e dipédé superior aos das
linhagens, favorecendo o crescimento do eixo emério e a maior
porcentagem de germinagdo das sementes. Li @080) estudando os perfis de
expressao génica entre hibridos altamente hetesdticseus pais, assim como
hibridos de baixa heterose, verificaram que ambpsesantaram maior
expressao génica que seus pais, em relacdo acsecesaavaliados. Guo et al.
(2013) encontraram 155 diferentes proteinas, miadas a germinacdo, nas
guais houve mudanca na expressao entre os hileidesis respectivos pais,
concluindo que essas alteracdes nos padrdes dessdiprdos genes nos hibridos
podem ser responsaveis pela heterose observada.

Rood e Larsen (1988) estudaram a relacdo de ditmse(GAS) e
amilases com a heterose. Foram utilizadas duasderts e seu respectivo
hibrido. Os autores relataram que a maior conagatrendégena de GAs nas
sementes hibridas aumentou a atividade-dmilase e, consequentemente, uma
hidrélise mais rapida do amido, que é a principdistancia de reserva para o
crescimento inicial das plantulas. Esses resultazfizs consistentes com a
hiptese de que as GAs controlam a biossintese-alailase e que estdo

envolvidas na regulacédo da heterose em sementaiiae
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Oliveira et al. (2015), estudando enzimas amilam®s sementes de
milho, observaram maior expressdo dessas enzimaseementes hibridas,
mostrando que existe efeito de heterose na exprdssénzimas amilases.

Estudos relacionados ao controle genético e abitidiade genética
para a qualidade fisiolégica de sementes, envolvediferentes enzimas
associadas a qualidade fisiolégica, ainda sao essasavendo a necessidade de

mais estudos sobre esse tema.

2.4 Enzimas associadas a qualidade fisiologica de sertesn

A semente de milho é rica em amido, sendo essmeigal substancia
de reserva, representando 70% do peso total da'\gfécet al., 2009). O amido
de milho comum é uma mistura de aproximadamente @8%milose e 72%
amilopectina. Durante a germinacdo das sementessas/as insollveis de alto
peso molecular sdo degradadas e convertidas enmadoswlUveis, que sdo
rapidamente transportadas aos tecidos em crescraertilizadas em reacdes de
sintese ou de producao de energia. As modificap@sbdlicas que ocorrem na
germinacdo sdo resultados da atividade de variasmas de hidrélise e
transferéncia (BEWLEY; BLACK, 1994). As principaghzimas associadas a
esse processo sdo as enzimasnilases §-amilase.

Durante o desenvolvimento da semente, a camadiui®a funciona
como um estoque de reservas, enquanto na germjragasiitui uma fonte de
enzimas para a mobilizacdo das reservas (FINCHER9)1 As giberelinas
(GA) estdo envolvidas na regulacdo da mobilizag@® mservas, no entanto,
para que a germinacdo e o crescimento de plardelasilho possam ocorrer
apos a embebicdo das sementes, a secagem € riacpsasarsensibilizar a
camada de aleurona ao acido giberélico e ativartese dei-amilase (ROSA et

al., 2000).
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Até o momento, infere-se que o0s principais genesociEdos
diretamente a qualidade fisioldgica de sementasitt® sdo os que codificam
para enzimas amilases (LEYMARIE et al., 2012). Rpréutros genes como 0s
relacionados a tolerdncia a dessecacdo, a respimcé@nzimasscavengers
podem estar associados a qualidade fisiologica.

Para avaliacdo de outros genes associados a gigalftdologica é
necessario bloquear a atividadeodamilase. Ao-amilase é sintetizada quando a
camada de aleurona torna-se sensivel ao acidoélidmerEsse processo soO é
permitido apos a maturidade fisiolégica quando i@car declinio de acido
abscisico (ABA) Oishi e Bewley (1990).

Sabe-se que 0 ABA inibe a germinacdo de sementds, gste
fitormdnio induz a expressdo de muitos genes mtacios a maturacdo de
sementes e impede a expressédo de genes assocgatosirracdo. Em sementes
de cevada a germinacao se inicia quando o cidwédlito (GA3) € sintetizado
pela primeira vez no embrido e transportado parearmada de aleurona
induzindo a biossintese deamilase. Este processo é especificamente inibido
pela producdo do hormonio ABA. A inibicdo da biossse der-amilase ocorre
na fase de transcricdo e a inibicdo da sinteseRMNAde amilase é reconhecida
como uma atividade especifica do acido abcisicalfCet al., 2007).

Sodkiewicz e Sodkiewicz (2003) observaram supresgaaintesen-
amilase ao embeber sementes de triticale em solle®5 mM ABA a 25 °C
por trés dias.

Segundo Zhang et al. (2012), um dos principais nisgas pelos quais
0 ABA inibe a germinacdo em sementes é repressadedseondensacdo da
cromatina em regides especificas do DNA impedindeaascricdo de genes
importantes para a germinacdo. Apos a embebicdsedentes em solugéo

contendo ABA por diferentes periodos, estes autmssrvaram que a maxima
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repressao ocorre até 72 horas de embebicdo, rddugeu efeito apds esse
periodo.

Outra opcéo € inibir a sintese de GA para, corsggmente, inibir a
inducao da sintese deamilases. Ziauka e Kuusien (2010), ao estudaretifes
inibidores da sintese de GA concluiram que o patiabol (PBZ) é um inibidor
gue atua nas primeiras etapas da biosintese d8&yAndo Lenton, Appleford e
Croker (1994), mesmo reduzindo a producdo de GAge d@sibidor nao
apresentou efeito sobre a atividade «damilase durante a germinagdo de
sementes de cevada, 0 que mostra que a biosstteeGd “de novo” ndo é
essencial para a atividade da proteina secretada.pdssibilidade é que GA’s
bioativas podem estar presentes em sementes madurasa forma de
intermediarios.

Oliveira et al. (2013) observaram expressao difdegla das enzimas
amilases em sementes de linhagens com diferentesis nde qualidade
fisiolégica, sendo que a maior expressdo dessasma&zndo ocorreu
necessariamente em sementes da linhagem de meihlictagle. Esses autores
ressaltam que além dos genes das amilases, vaiias @enes podem estar
envolvidos no controle do carater qualidade figia@a de sementes, a exemplo
dos genes relacionados a respiracdo em plantas.

A malato desidrogenase (malate dehydrogenase - MBHuma
importante enzima no processo de respiracdo aergiiis catalisa a conversao
de malato a oxaloacetato no ciclo de Krebs, gerasmkrgia e compostos
intermediarios essenciais no desenvolvimento daslasé (SCANDALIOS,
1974). Esta enzima esta diretamente relacionadaqamcesso de deterioracao,
em que a taxa de respiracdo e a geragdo de espEatigas de oxigénio (EROS)
€ maior. Alguns autores tém associado a maior egpce desta enzima as
sementes de pior qualidade (CARVALHO et al., 20d4ambém as sementes
em estégio avancado de deterioracdo (CAIXETA gpal4).
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A élcool desidrogenase (alcohol dehydrogenase - ABHima enzima
relacionada a respiracdo anaerdbica que atua reftuaiacetaldeido a etanol. O
acetaldeido é mais toxico que o etanol e acelataterioracdo de sementes.
Assim 0 aumento da expressdo desta enzima podeelaeionado a maior
protecdo das sementes contra o efeito deletérgedesnposto (ANDREWS et
al.,, 1994). Segundo Kennedy, Rumpho e Fox (1992)¢&0 desta enzima é
essencial na fase inicial da germinacdo de semé&gesapds a embebicdo e
antes da ruptura da testa, devido a baixa pernaeddl do tegumento ao
oxigénio. Abreu et al. (2014) observaram aumentaiilddade da ADH em
sementes de milho com a reducdo do potencial osn@ié -0,9 Mpa,
utilizando-se solucao de polietileno glicol (PE®6)

A fosfogluco-isomerase (phosphoglucose isomeraB&l, também é
uma enzima importante na qualidade de sementes,apoh na fosforilacdo de
aclcares na glicolise, gerando energia e esquetigosarbonos vitais ao
funcionamento da célula (LIMA et al., 2012). Bald¢2013) observou maior
expressado desta enzima em sementes de cultivarsgjadeom alta qualidade
fisiolégica.

Outro grupo importante de proteinas que também cpareestar
associadas a qualidade fisioldgica de sementesdésoLEA proteinasldte
embriogenesis abundant

Alguns autores tém observado que o aumento da ssgwede LEA
proteinas coincide com o aumento da qualidadddggiita de sementes de milho
(AMARA et al., 2013; ANDRADE et al., 2013; FARIA etl.,, 2004; ROSA et
al., 2005; SILVA-NETA et al., 2015). As LEA proteis atuam na estabilizacao
de membranas e na protecdo do citoplasma duratesidratacdo, conferindo
tolerancia a dessecacao e tolerancia ao armazetmem®nsementes (HONG-
BO; ZONG-SUO; MING-AN, 2005).
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As LEA proteinas tém sido citadas como sendo mmitibnais na
tolerancia as condi¢Bes de estresse. Segundo Tetlakg2012), alta expressao
dessas proteinas em cultivares de arroz conferaor maducdo de grdos em
condicBes de déficit hidrico devido a protecdo w@mbranas celulares e de
enzimas, além de evitar a agregacao de proteimastdwo ajuste osmotico.

Ainda ndo h& evidéncias de que as LEA proteinasuaos acao
enzimatica, porém Liu et al. (2013) ao estudareratigidade de algumas
enzimas In vitro”, induzindo estresse oxidativo e déficit hidrica, presenca e
na auséncia de LEA proteinas, observaram que pssi&nas interagem com
enzimas como catalase (CAT), superoxido-dismut&§d) e MDH, evitando
modificagbes conformacionais e protegendo a acdiaslenzimas.

Liu et al. (2013), também observaram que LEA prateipodem se ligar
a metais livres reduzindo o estresse oxidativoadmpor estes metais. Segundo
estes autores, a manutencdo da taxa de germinac&ententes de diversas
culturas em situacfes de estresse € maior em pesdgue produzem LEA
proteinas quando comparado aos mutantes que ndozpro certos grupos
destas proteinas. Além disso, 0 acumulo de espéemts/as de oxigénio
(EROS), nos mutantes, foi muito maior.

Diversos fatores, condicdes e processos afetampeesséo de LEA
proteinas durante a maturacao e secagem de sejrdmnte eles a presenca de
ABA, ja que alguns grupos de LEA tém expressaoazittdupor este hormdnio
(HONG-BO; ZONG-SUO; MING-AN, 2005). Porém, acredima que a
aplicacdo exégena de ABA durante a germinacdo mdioza a expressao de
LEA proteinas ja que ndo ha evidéncias de que acntese “de novo” destas
proteinas (AMARA et al., 2012).

Assim, estudos relacionados a expressao géniceotidrmas que possam
estar associadas a qualidade fisiolégica séo imp@s no processo de producao

de sementes de milho.
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2.5 Expresséo génica

A expressdo génica se refere ao processo em quEfoEmacao
codificada por um determinado gene é decodificasa uma proteina e a
regulacdo em qualquer uma das etapas que envolssrpecesso podem levar
a uma expressao génica diferencial. Assim, todosvestos relacionados ao
crescimento, desenvolvimento de plantas ou até mesmesposta a varios
estimulos sédo resultantes da alteracdo na exprgéaia.

A determinacdo qualitativa e quantitativa dos sivée transcritos de
células vegetais permite que genes, diferenciaknempressos, possam ser
identificados e, consequentemente, sua funcao Bleatpode ser investigada.
A expressdo génica pode ser estudada por meiondtide, em nivel proteico
ou de transcritos das células (KUHN et al., 2001).

Desde sua criagdo em 1993, o PCR Quantitativo anpddreal (QRT-
PCR) tem sido uma das técnicas mais utilizadas iehogia molecular nos
estudos de expressdo génica (D’HAENE; HELLEMANS1®0 Comparado
com outras técnicas de avaliacdo existentes, estaitp uma deteccdo de um
dado acido nucleico alvo de maneira rapida, espacié muito sensivel
(GACHON; SAINDRENAN, 2004).

Essa técnica tem sido utilizada, na cultura do anilhara estudar a
producdo de precursores de fitorménios durantermigacdo (SONG et al.,
2011), para quantificar a presenca de transgén@nsgrdos e sementes
(NASCIMENTO, 2012), quantificar o nivel de transosi em 6rgdos vegetais
(WANG et al., 2012) e estudar os processos molezsila celulares envolvidos
na heterose em estadios iniciais de desenvolvil{@u® et al., 2013).

Andrade et al. (2013), utilizaram o qRT-PCR paraider a expressao
de LEA proteinas em sementes de linhagens cone &ltéxa tolerancia as altas
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temperaturas de secagem e observaram alta cooethcdexpressdo dessas
proteinas com a qualidade de sementes.

Oliveira et al. (2013), utilizaram esta mesma té&npara estudar a
expressao de amilases em sementes de linhagernithdecam diferentes niveis
de qualidade fisiolégica e concluiram que estaitécpode ser utilizada para
assistir a selecdo de gendtipos em programas deragiento, possibilitando
eliminar gendtipos de menor qualidade de semeie$ases iniciais de selecao
em programas de melhoramento.

Para Silva-Neta et al. (2015), o gRT-PCR tambémsipitisou a
identificacdo de dois genes que podem auxiliar ethonistas na selecdo de
materiais com tolerancia a baixa temperatura daigacao.

Segundo Thomas (1993), a expressdo de proteinaementes ocorre
principalmente no eixo embrionario e cotilédone ey alguns casos, no
endosperma em desenvolvimento. Os padrbes de esdprgénica de proteinas
em sementes sdo altamente regulados, espacialenrtgoralmente durante o
desenvolvimento de sementes e as proteinas poderms&zenadas.

Outra técnica importante para a analise de exmedsdenzimas e
proteinas é a eletroforese, sendo essa técnicitatjual e semiquantitativa,
devido a separacdo de acordo com o peso das nadéblinezes et al. (2008),
utilizaram a técnica da eletroforese para a ideatfio de cultivares de milho
por meio de proteinas resistentes ao calor, e \wosen diferentes padrfes
eletroforéticos dessas proteinas para todas agkms e hibridos estudados.

A técnica de eletroforese também foi utilizada pbreu et al. (2014)
para estudar a expressao de diferentes enzimagxidatites e proteinas
resistentes ao calor em sementes de milho submetidsstresse hidrico. Os
autores observaram alta expresséo das enzimas SOAY enas sementes de

linhagens tolerantes ao estresse hidrico.
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A quantificacao de proteinas totais pode ser @ddizainda pela técnica
de espectrofotometria, pelo método Bradford, poiont® qual podem ser
guantificadas proteinas especificas se houver umegimento anterior de
isolamento. O método Bradfotdmbém foi utilizado por Andrade et al. (2013),
na quantificacdo de proteinas resistentes ao emordiferentes estadios de
desenvolvimento de sementes de milho. Os autosesvdram que a quantidade
total dessas proteinas aumenta com o avang¢o dovidbsmento das sementes.

Diante do exposto as técnicas de P&R tempo real, eletroforese e
espectrofotometria podem ser ferramentas alteamtivn estudos de expressao

de proteinas relacionadas a qualidade fisiol6gitaementes de milho.
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CAPITULO 2

Controle genético da qualidade fisiolégica de semi@s de milho

RESUMO

A utilizacdo de sementes com alta qualidade figioBesta diretamente
relacionada a uniformidade do estande de plantasjenor incidéncia de
doencgas transmitidas por sementes e ao maior gigqlantas, resultando em
maior produtividade no campo. Como a qualidadeeasestes € influenciada
pelo gendtipo, esta se torna uma importante cafstite a ser avaliada nos
programas de melhoramento. Assim, o objetivo néstealho foi avaliar o
controle genético da qualidade fisiolégica de sdewemle milho. Com este
proposito, foi instalado um campo de producdo deesées hibridas de milho,
incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistemaleth parcial, mais as
linhagens genitoras. Foram utilizadas cinco linhag80, 91, 57, 43, 64). Para a
analise da qualidade de sementes foram realizaddstarminacdes de teor de
agua, germinacado, primeira contagem de germindpde de velocidade de
germinacéo, teste de frio, envelhecimento artifieialeterioracdo controlada.
Foram estimados os efeitos de heterose, da capadigmal (CGC) e especifica
(CEC) de combinacdo, bem como os efeitos reciprdemisobservado que ha
expressao da heterose e efeito reciproco na gdalfi&olégica de sementes de
milho. Além disso, genes com acdo génica aditivdeedominancia estao
envolvidos no controle genético da qualidade figjala de sementes.

Palavras-chave: Vigor. Capacidade de combinac&itoEEciproco.
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ABSTRACT

The use of high quality seeds is directly related plant stand
uniformity, lower incidence of diseases transmitteyl seeds and vigorous
plants, resulting in greater yield. It is knownttipiysiological quality of maize
seeds is influenced by genotype, becoming an irapbtrait to be evaluated
during the selection process in breeding prograrhss, the aim in this study
was to evaluate the genetic control of maize seedity. For this purpose, a
field was installed to obtain hybrid, reciprocatlanbred line seeds using partial
dialel design. Five lines were used (30, 91, 57,643. The physiological quality
of the seeds was accessed by water content, geimnmindirst count of
germination, germination speed index, cold testcekrated aging and
controlled deterioration. The heterosis effect,geaeral (GCA) and the specific
(SCA) combining ability and the reciprocal effeetere estimated. Heterosis
and reciprocal effect was observed for physioldgsesed quality, furthermore,
additive and dominant gene action were involved genetic control of
physiological quality of mayze seeds.

Key-words: Vigor. Combining ability. Reciprocal efs.
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1 INTRODUCAO

A demanda por sementes hibridas de alta qualidiagddfica tem
aumentado significativamente nos ultimos anos. Comaincipal objetivo dos
programas de melhoramento é o aumento da prodatiejchdo ha, na maioria
das vezes, processos de selecdo que incluam atecttama de qualidade
fisiolégica de sementes. Porém, sabe-se que aaghlo de sementes com alta
gualidade esta diretamente relacionada a unifodeidim estande de plantas, a
menor incidéncia de doencas transmitidas por s&memtao maior vigor de
plantas, resultando em maior produtividade no caf8HoVA et al., 2008).

A qualidade fisioldgica de sementes de milho éuaniciada pelo
gendtipo, pelo ambiente e pela interacdo entre E&MES et al., 2000;
MEYER et al., 2012; ROVERI JOSE et al., 2004), ndaato, estudos do
controle genético da qualidade de sementes e desibpiolades de ganhos
genéticos com a selecdo ainda sdo escassos. Unfarias de se estudar esta
caracteristica é usar delineamentos genéticosstan®s de cruzamentos, como
o dialelo (WRICKE; WEBER, 1986).

Os cruzamentos dialélicos correspondem a todosasgscem que n
genitores sdo cruzados 2 a 2. Esses estudos t@musiidados para obter
informacd8es sobre o controle genético de caragteaesscolha de genitores por
meio das estimativas de capacidade de combinagamesdi¢do de compostos
(RAMALHO et al., 2012).

Nas anadlises dialélicas, quando ha as informag6egdis, também é
possivel estudar o efeito da heterose. Heterogergno utilizado para descrever
um fendmeno no qual hibridos F1 séo fenotipicamesfgeriores aos pais
(SHULL, 1948).

Gomes et al. (2000) estudando o controle genétigoqdalidade

fisiolégica de sementes por meio de dialelo obsammeque ha o envolvimento
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de genes com acdo génica aditiva e de genes dedlwid e observaram efeito
positivo de heterose. Também foi observado efe#oiproco para esta
caracteristica, mostrando a complexidade do cangrehético para este carater.

Para grande parte das caracteristicas agrondnaiaatijzacdo de uma
linhagem como parental feminino ou como parentaaulno néo interfere no
desempenho do hibrido, porém no caso da qualidadementes a escolha de
determinada linhagem como parental feminino é fmeddal para o sucesso do
cruzamento, sendo importante o estudo deste efeito.

De acordo com Cockerham e Weir (1977), o efeitépreco pode ser
decomposto em materno (efeito reciproco geraloenmgterno (efeito reciproco
especifico). Essa decomposicdo do efeito reciprae permite inferir se o
efeito € causado pelo DNA citoplasmatico, se édiediinteracdo entre o DNA
citoplasmético e o nuclear, ou se é devido apemadedto ambiental associado
especificamente aos pais ou aos cruzamentos. Hentado que o efeito
reciproco é heranca materna, o carater em questderddvel e pode ser
explorado na populacdo. Mas se o efeito estivaci@miado ao ambiente ou a
interacdo genétipo ambiente, aumentara o viés dabsas genéticas (WU;
MATHESON, 2001).

Em sementes de milho, diferencas na expressadgaraoentre hibridos
e reciprocos tém sido observadas para véarias edstitias. Oliveira et al.
(2015) estudando duas linhagens contrastantes &mdoea qualidade de
sementes, com seu respectivo hibrido e recipracobém observaram efeito
reciproco para qualidade fisioldgica de sementes.

Dessa forma, a qualidade de sementes é um faemaakna producdo
agricola e esta deve ser monitorada desde os pragrde melhoramento até os
processos de producdo e beneficiamento de semdbigste do exposto,
objetivou-se neste trabalho, o estudo do contr@eético para o carater

qualidade fisiol6gica de sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacdo e conducédo do experimento

A pesquisa foi conduzida na Universidade Federdlalgas (UFLA),
em Lavras, MG, cujas coordenadas séo latitude & °leghgitude 40°17'W e
altitude de 918,80m. Essa regido apresenta clipgaQwb da classificacdo de
Koppen. A temperatura média anual é de 19,4 °Qlendosidade se distribui,
principalmente, de outubro a abril, com valoresagsxde 1529,7 mm.

Foi instalado um campo para a producado de hibsdoples de milho,
incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistenadetth parcial, obtendo-se todas
as 12 combinac¢des hibridas, mais as cinco linhagengoras, totalizando 17
materiais genéticos. Entre as linhagens utilizadas sao classificadas de baixa
gualidade fisiolégica de sementes (43 e 57) edeéalta qualidade (30, 91 e 64),
de acordo com selecdo anterior realizada por Gatak (2000) e Oliveira et
al. (2013) (Tabela 1).

Tabela 1 Descri¢do das linhagens de milho utilizaska pesquisa — Lavras —

2015
Linhagens Ciclo Grao Porte
L30 Super Precoce Flint / Vermelho Médio
L43 Precoce Meio Dente / Amarelo  Médio
L57 Precoce Dente / Amarelo Médio
L91 Normal Dente / Alaranjado Alto
L64 Super Precoce Flint / Amarelo Baixo

O solo foi preparado convencionalmente e as coegefdram feitas de
acordo com a analise quimica do mesmo. Foi utitizagspacamento de 0,8 m

entre linhas e 7 plantas por metro linear. A adé@batg cobertura, assim como,
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os demais tratos culturais foram realizados dedacoom os recomendados para
a cultura.

Para prevenir cruzamentos indesejados, no floreston as espigas
foram protegidas com sacos plasticos, antes das@&midos estilo-estigmas.
Quando os estilo-estigmas se apresentaram recepfioam realizados
manualmente os cruzamentos e as autofecundacgdes.

As sementes foram amostradas para determinacaeodaé¢ agua e a
colheita foi realizada quando estas apresentava¥h @& teor de agua. As
espigas foram despalhadas manualmente e em segubdaetidas a secagem
artificial a 35 °C até que as sementes atingissentear de agua de

aproximadamente 13%.

2.2 Determinacéo da qualidade de sementes

A determinacdo da qualidade de sementes foi realizeor meio de
testes de geminacéo e vigor.

2.2.1 Teor de agua
O teor de agua das sementes foi determinado pediodméle estufa a
105+3 °C durante 24 horas, utilizando-se duas so&@as para cada

tratamento, conforme as Regras para Andlise de 18@eme RAS (BRASIL,

2009). Os resultados foram expressos em percentageia (base Gmida).

2.2.2 Teste de germinacéo

O teste de germinacdo foi conduzido com quatro tigges de 50

sementes, com a semeadura em papel toalha tipatésrma forma de rolo. O
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papel foi umedecido com agua destilada na propatedd,5 ml/g de papel. As
sementes foram acondicionadas no germinador regupeda 25 °C e as
avaliacdes das plantulas normais foram efetuadasséiono dia apés a
semeadura segundo recomendacBes das Regras pdise A&l Sementes
(BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos emtgmiagem média de

plantulas normais das quatro repeti¢des.

2.2.3 Primeira contagem de germinacao

Efetuada em conjunto com o teste de germinacacedtizada no quarto
dia apos a semeadura, computando-se a porcentagerpladtulas que
apresentaram, pelo menos, duas raizes seminaisrte @érea com dois

centimetros de comprimento.

2.2.4 Velocidade de germinagao

A velocidade de germinacdo foi determinada seguaddérmula

proposta por Edmond e Drapala (1958).

M=(N1xG1l)+(N2xG2)+ ...+ (NnxGn)
Gl1+G2+..+Gn

Em que: M - nimero médio de dias para germinacda; iNimero de dias para a
primeira avaliacdo; G1 - nimero de sementes gedasaa primeira avaliacao;
Nn - nimero de dias para a Ultima avaliacdo; Gnimero de sementes

germinadas na ultima avaliacao.
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2.2.5 Teste de frio sem solo

Cinquenta sementes por repeticdo foram distribuétaspapel toalha
tipo Germitest, umedecido com agua destilada numpop¢éo de trés vezes o
seu peso seco, perfazendo um total de 200 sememtdsatamento. Os rolos
foram confeccionados como no teste de germinacap6s semeadura foram
colocados no interior de sacos plasticos e mangdosamara regulada a 10 °C
durante sete dias. Decorrido este prazo, os ralcanf transferidos para o
germinador regulado para 25 °C e as plantulas presentavam pelo menos 2
cm de parte aérea, duas raizes seminais e a matippt aos cinco dias foram
consideradas normais (DIAS; BARROS, 1995).

2.2.6 Envelhecimento acelerado

O método utilizado foi o de minicAmaras do tiporbgx" em que as
sementes foram distribuidas sobre uma tela suspeaseterior da caixa
contendo 40 mL de agua. As sementes permanecei@baittas durante 96
horas, numa temperatura de 41 °C (VIEIRA; CARVALH®94), e em seguida
foi efetuado o teste de germinagcdo como descritieriarmente. Foram
computadas as plantulas que apresentavam pelo meisosentimetros de parte

aérea, duas raizes seminais e raiz principal aos dias.

2.2.7 Deterioracéo controlada

Elevou-se o teor de 4gua das sementes para 25&wsétaatingido o teor
de 4gua previamente estabelecido, adicionou asnsesna quantidade de agua,

calculada pela férmula:
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W2 =100-A/100-B xW1

em que: A - teor de agua inicial das sementes (hageso umido); B — teor de
agua requerido; W1 — peso inicial das sementes if); — peso final das
sementes (g); W2 — W1 — agua a ser adicionada N®/AHAMPTON; HILL,
1991). Em seguida, as sementes foram acondicionagaembalagens de
aluminio, as quais foram seladas a quente e maniima24 horas, a 10 °C, para
uniformizagéo do teor de agua das sementes. Asnsesriwram envelhecidas a
42 °C, por 48 horas, em camara de germinacao (o &letrolab®).

Apés este periodo as sementes foram mantidas ewousepem
temperatura ambiente, até atingirem um teor de dgdaimo a 13% para
posteriormente serem submetidas ao teste de ge&@winaomo descrito
anteriormente. Aos cinco dias, apés a semeadu@aailas apresentando pelo
menos dois centimetros de parte aérea, duas reépaimais e raiz principal

foram consideradas normais.

2.3 Procedimento estatistico

Nos testes de primeira contagem de germinacdo,em@agem de
germinacgéo, velocidade de germinagéo, teste deefnielhecimento artificial e
deterioracdo controlada, realizados para avaligigéqualidade fisioloégica das
sementes foi utilizado o delineamento experimemttdiramente casualizado
com quatro repeticdes. Os dados foram interpretadiaisticamente por meio
da andlise de variancia e as médias, comparadadgsté agrupamento Scott

Knott ao nivel de 1%. As analises foram realizadaprograma estatistico R.
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2.4 Heterose

Apés obtidos os dados de avaliacdo da qualidadeldfigca das
sementes para todas as linhagens e hibridos coamige estes foram utilizados
para estimar valores para heterose (h), utilizasela seguinte expressao
(RAMALHO et al., 2012):

h=F — (Li+L,)
2
em que:

F, — média da geracaq Bo hibrido simples;
L, — média da linhagem utilizada como parental maszuwlo hibrido simples;

L, — média da linhagem utilizada como parental femsimio hibrido simples.

2.5 Estimativas das capacidades geral e especifadmcombinacgdo e dos
efeitos reciprocos, materno e ndo materno

Com base nos resultados da analise de variancienzes de quadrados
dos tratamentos foram decompostas em capacidade geespecifica de
combinacao e efeitos reciprocos, este Ultimo fsddbrado em materno e nao
materno.

Adaptando o modelo proposto por Griffing (1956)gpaescrever as
observacdes experimentais, tem-se a caracterizpgéeentada a seguir:

Yi=p+g+g+5§+Rj+e
Em que:
i=1,2, .., p, sendo que p=2, que corresponde @modt, linhagens de baixa

gualidade fisioloégica de sementes;



55

i=1,2,..,p, sendo que p=3, que corresponde @oog?, linhagens de alta
qualidade fisiol6gica de sementes;

Y;;: valor médio da combinagéo hibrida entre o i-ésganitor do grupo 1 e j-
ésimo genitor do grupo 2;

u: média geral;

g:: efeito da capacidade geral de combinacéo davi@égenitor do grupo 1;

g;: efeito da capacidade geral de combinagao dorjeégenitor do grupo 2;

S;: efeito da capacidade especifica de combinacée gehitores de ordeirej,
dos grupos 1 e 2, respectivamente;

R;: efeito reciproco do cruzamenjoR;= R;, E(R;)=R;; e

Ej. : erro experimental médio.

Todos os efeitos foram assumidos como fixos nasddisa, a fim de
estimar os efeitos dos pais isoladamente, portaigmmas restricbes foram
impostas para estimar os efeitos de CGC, CEC eroed, materno e nao
materno. Tais comayg; = 0;25; = 0 para cada j col§; = §;; Rj = R;; 2m = 0;
2nm_=2nm; = 0 comnm; = -nm;.

As férmulas dos quadrados médios estimados (CGQ; €Eefeito
reciproco, materno e ndo materno) estao disponamisCockerham e Weir
(1977) e Griffing (1956). As andlises estatistidfasam realizadas com os

programas estatisticos R e GENES.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Qualidade fisiolégica

O teor de agua médio das sementes no momentoldacéa dos testes
para a avaliacdo da qualidade fisiol6gica foi ded® variacdo maxima de 1%.

De acordo com os resultados da analise de varjahéiadiferencas
significativas entre os genétipos para todos dsesa®alizados, ao nivel de 1%
de probabilidade (Tabela 2). E importante obsejuaro coeficiente de variagéo

foi baixo para todos os testes realizados.

Tabela 2 Resumo da Andlise de Variancia para edtadss obtidos nos testes
de primeira contagem de germinacdo (PCG), porcentagle
germinacédo (TG), velocidade de germinacado (VG}etds frio (TF),
envelhecimento artificial (EA) e deterioragdo colgda (DC) de
sementes de linhagens e hibridos de milho — Lavetyl5

FV GL QM
PCG TG VG TF EA DC
Genétipos 16 151,75* 75,50* 0,77* 101,65 818,88* 955,49*
Erro 51 7,156 2,078 0,024 3411 22,196 16,098
Total 67
Média Geral 92,7 97,7 5,5 96,5 86,2 42,3
CV (%) 2.88 1,47 2,85 1,91 5,45 9,47

*Significativo ao nivel de 1% de probabilidade ptiste de F.

Nos hibridos utilizados neste trabalho, o nimere gparece primeiro
refere-se ao da linhagem utilizada como parentainfi@o e o segundo niimero
indica o da linhagem utilizada como parental maseoul

De uma maneira geral, pelos dados de germinac@mefoi observada
superioridade dos hibridos em relacdo as linhaggmsnto a qualidade

fisiolégica de sementes. Esses resultados estacoddo com diversos trabalhos
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nos quais foi observada heterose na germinacdo @igoy de sementes
(GOMES et al., 2000; HOECHER et al., 2006; ROOalet 1990; ROOD;
LARSEN, 1988; ROVERI JOSE et al., 2004; SILVA et aD08).

Pelos resultados do teste de primeira contagem eimimpacao, a
qualidade das sementes das linhagens 64 e 9lifickatss anteriormente como
de alta qualidade, foi superior a das demais liehage igual aos hibridos de
desempenho superior. J& em sementes das linhagens# classificadas como
de baixa qualidade, verificou-se os piores valokesnsiderando todos os
gendtipos, para as sementes do hibrido 43/30 fatservados os menores
valores de germinacao aos quatro dias (Tabela 3).

Para o teste de primeira contagem de germinaciaah$ervada heterose
em relagdo a média dos pais para todos os hibdgesar de o hibrido 43/30
apresentar desempenho muito inferior a média disscpan heterose de -10,5,
guando se considera o respectivo hibrido recip{86#3), a estimativa da
heterose foi de 12%. Efeito reciproco significati@mmbém foi observado para as
combinacdes 64/43 e 64/57.

Segundo Meyer et al. (2012), durante os estagiasiaim de
desenvolvimento do embrido, ha maior expressdocgéei maior atividade
metabdlica em sementes dos hibridos em relacacervaunla em sementes dos
parentais, 0 que propicia maior eficiéncia no usaetursos e, portanto, melhor
desempenho do hibrido.

Em relacdo ao teste de germinacdo (Tabela 3), amporcentagem
entre as linhagens foi observada em sementesltegbm 57. Em sementes da
linhagem 43 foi observada alta porcentagem de gegéid, no entanto em
sementes do hibrido 43/30, que possui esta linhageno mae, verificou-se a
menor porcentagem de germinacao entre todos ogigemnavaliados, sendo o
anico hibrido que apresentou porcentagem de gecénde sementes menor
que 98.
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A heterose variou entre -16% (43/30) e 4,5% (57/68)uve efeito
reciproco significativo apenas para a combinacd804Reis et al. (2011) ao
estudarem a manifestacdo da heterose na germidagi@nentes de linhagens e
hibridos F1 de milho doce, observaram maior poeggth de germinacdo em
sementes hibridas. Segundo estes autores é evidergavolvimento de
fitombnios como auxina e giberelina no melhor dgsmmho de sementes
hibridas.

Tabela 3 Valores médios (%) de plantulas e da ¢mgeno teste de primeira
contagem de germinacdo (PCG) e no teste de geduin@dS) de
sementes de linhagens e hibridos de milho — Lavegs 5

- PCG . TG
Genaotipos 5 Genotipos 5
%o Heterose Yo Heterose

L30 89 b - L30 98 A -

L43 82 c - L43 98 A -

L57 81 c - L57 93 C -

L91 94 a - L91 99 A -

L64 94 a - L64 96 B -
H1 (43/30) 75 d -10.5 H1 (43/30) 82 D -16
H2 (30/43) 98 a 12.5 H2 (30/43) 100 A 2
H3 (30/57) 95 a 10 H3 (30/57) 99 A 3.5
H4 (57/30) 93 a 8 H4 (57/30) 98 A 2.5
H5 (43/91) 97 a 9 H5 (43/91) 99 A 0.5
H6 (91/43) 96 a 8 H6 (91/43) 100 A 1.5
H7 (57/91) 97 a 9.5 H7 (57/91) 99 A 3
H8 (91/57) 95 a 7.5 H8 (91/57) 100 A 4
H9 (43/64) 90 b 2 H9 (43/64) 99 A 2
H10 (64/43) 97 a 9 H10 (64/43) 99 A 2
H11 (57/64) 90 b 2.5 H11 (57/64) 99 a 45
H12 (64/57) 97 a 9.5 H12 (64/57) 98 A 3.5

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, padla teste, pertencem ao mesmo
agrupamento pelo teste de Scott e Knott a 5% deapiiidade.
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No teste de velocidade de germinacdo (VG), é fadpeo numero
médio de dias para a germinagéo. Foi observada astfinhagens, germinacao
mais rapida de sementes da linhagem 91 (Tabelnd)sementes da linhagem
30, classificada anteriormente como de alta quadidioi observada germinacao
mais lenta. Apesar da lenta germinacdo das semeatdghhagem 30, em
sementes do hibrido 30/57, que possui esta linhagemo mae, foi verificada a
germinagao mais rapida entre os materiais testadesn como em sementes do
hibrido 64/57. Foi observado também em todos osdoib que possuem a
linhagem 43 como parental feminino germinacgéo ldatasementes.

Para o teste de velocidade de germinacdo os valigedeterose
negativos sdo desejaveis, uma vez que o objetivdiminuir o tempo de
germinagdo dos gendtipos. Dessa forma, foi obsarbaterose variando de -
0,9% para o hibrido 30/57 a 0,46% para o hibrid®X43resultados coerentes
com os observados no teste de primeira contagegerm@nacdo. Houve efeito
reciproco para todas as combinacdes com excecéonaainacao 57/91. Esses
resultados estdo de acordo com os encontradosguoe$set al. (2000), os quais
observaram heterose de até 21,18% para o vigoerderges, avaliado por este
teste. Estes autores concluiram que a heteroselogidade de germinacao esta
relacionada a maior eficiéncia do sistema enzimafiossibilitando a rapida
ativacdo da funcdo metabdlica do embrido.

Altos valores de heterose, avaliada pelo teste @e tdmbém foram
observados por Silva et al. (2008) em sementesdhfode milho. Para estes
autores, uma rapida germinacao € importante, p@atq menor o tempo que a
semente fica no solo menor sera a exposicdo aocueatalg pragas e
microrganismos, além de estresses abidticos. Diesssa, a velocidade de
germinagdo € uma condicdo determinante do bomedstiimento da cultura no

campo.
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No teste de frio, a linhagem 91 apresentou o melesempenho entre
as linhagens e similar aos hibridos de alto desehmpérabela 4). O pior valor,
entre as linhagens, foi observado para a linhagénaites classificada como
sendo de alta qualidade. Silva-Neta et al. (2tH&}gstudarem o comportamento
desta mesma linhagem, a classificaram como tokerartbaixas temperaturas
durante a germinacdo. Porém, segundo Oliveira et(2413), apesar da
classificacdo de alta qualidade, a linhagem 64sapta baixo desempenho em
condi¢cBes desfavoraveis. Apesar da baixa qualidadeste de frio em sementes
da linhagem 64, em sementes do hibrido 64/57, qasup esta linhagem como
méae, observou-se alto vigor. O pior valor entre$ods gendtipos foi observado
em sementes do hibrido 43/30, com valor de hetet®s&8,5%. O contrario foi
observado para o seu hibrido reciproco que apmseaitto vigor e heterose de
2,5%, mostrando a significancia do efeito reciprgue foi observado para todas

as combinacdes, com excegdo da combinacgdo 43/91.
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Tabela 4valores médios (%) de plantulas e da heteroseste tie velocidade
de germinacao (VG) e no teste de frio (TF) de séesette linhagens e
hibridos de milho — Lavras — 2015

- VG - TF
Genotipos P Genotipos
Média Heterose % Heterose

L30 5,9 e - L30 96 B -

L43 5,98 e - L43 97 B -

L57 53 c - L57 97 B -

L91 5,1 b - Lo1 9 A -

L64 5,8 d - L64 93 C -
H1 (43/30) 6,1 e 0.16 H1 (43/30) 78 D -18.5
H2 (30/43) 5,7 d -0.24 H2 (30/43) 99 A 2.5
H3 (30/57) 4,7 a -0.9 H3 (30/57) 97 B 0.5
H4 (57/30) 53 c -0.3 H4 (57/30) 98 A 1.5
H5 (43/91) 6 e 046 H5(43/91) 99 A 1
H6 (91/43) 5,7 d 0.16 H6 (91/43) 98 A 0
H7 (57/91) 5,2 b 0 H7 (57/91) 97 B -1
H8 (91/57) 51 b -0.1 H8 (91/57) 100A 2
H9 (43/64) 6 e 011 H9 (43/64) 99 A 4
H10 (64/43) 5,3 c -0.59 H10 (64/43) 96 B 1
H11 (57/64) 5,5 c -0.05 H11 (57/64) 97 B 2
H12 (64/57) 4,8 a -0.75 H12 (64/57) 99 A 4

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, padla teste, pertencem ao mesmo
agrupamento pelo teste de Scott e Knott a 5% dmapitidade.

Kollipara et al. (2002), cruzaram linhagens conénates para tolerancia
a baixas temperaturas durante a germinacdo e abaervaltos valores de
heterose nos hibridos gerados. Os autores tambsgmnvabam, por meio do teste
frio, efeito reciproco entre os hibridos, sendo guebrido com maior valor de
germinacéao foi aquele que tinha como parental femia linhagem de maior
qualidade neste teste, mostrando a importancisdaa do genitor feminino
para a obtencdo de sementes com tolerancia ateaigeeratura na germinacao.

Para o teste de envelhecimento artificial, entrdirdsagens, a pior
qualidade foi observada em sementes da linhagem&whelhor qualidade em
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sementes da linhagem 30 (Tabela 5). Entre os biyrid pior qualidade foi
observada para o hibrido 43/30 e a melhor qualidadebservada para os
hibridos 30/43, 91/57 e 64/57.

Observa-se, no teste de envelhecimento artifi@gdbs valores de
heterose, variando entre -10,5 para o hibrido 48/38 para o hibrido 64/57.
Efeito reciproco significativo foi observado na or&@ das combinagbes, com
excecdo de 43/91 e 43/64. Roveri José et al. (2@@estudarem um dialelo
parcial formado por seis linhagens de alta tolegaric dessecacdo e seis
linhagens de baixa tolerancia também observarams atilores de heterose e
efeito reciproco, quando as sementes foram avaliadelo teste de
envelhecimento artificial.

Em relacdo ao teste de deterioracdo controladee @st linhagens, a
melhor qualidade foi observada em sementes dag@mha30 e as piores
qualidades foram observadas em sementes das lmthd@ee 64 (Tabela 5).
Apesar da baixa qualidade apresentada por esta@géns, as sementes dos
hibridos formados por elas (43/64 e 64/43) apresamt qualidade superior,
mostrando o alto efeito de heterose sob condigdedta temperatura, que foi de
36,5 e 41,5, respectivamente.

No teste de deterioracé@o controlada foi observatierdse positiva para
todos os hibridos. Efeito reciproco significatied dbservado para quase todas

as combinagtes, com excecdo da combinacéo 57/91.
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Tabela 5 Valores médios (%) de plantulas e da heterose ste tde
envelhecimento artificial (EA) e no teste de det@g¢ao controlada
(DC) em sementes de linhagens e hibridos de millhavras —

2015
" EA . DC

Genatipos % Heterose Genotipos % Heterose

L30 90 b - L30 36 c -

L43 81 d - L43 18 f -

L57 36 e - L57 23 e -

L91 86 c - L91 30 d -

L64 86 C - L64 15 f -
H1 (43/30) 75 d -10.5 H1(43/30) 29 d 2
H2 (30/43) 98 a 12.5 H2 (30/43) 59 a 32
H3 (30/57) 88 C 25 H3(30/57) 51 b 215
H4 (57/30) 92 b 29 H4 (57/30) 55 a 25.5
H5 (43/91) 86 C 2.5 H5(43/91) 31 d 7
H6 (91/43) 86 c 2.5 H6 (91/43) 54 b 30
H7 (57/91) 91 b 30 H7 (57/91) 57 a 30.5
H8 (91/57) 96 a 35 H8 (91/57) 59 a 32.5
H9 (43/64) 93 b 9.5 H9 (43/64) 53 b 36.5
H10 (64/43) 90 b 6.5 H10 (64/43) 58 a 41.5
H11 (57/64) 90 b 29 H11 (57/64) 47 b 28
H12 (64/57) 99 a 38 H12 (64/57) 37 c 18

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula naaolpara cada teste, pertencem ao
mesmo agrupamento pelo teste de Scott e Knott debpbobabilidade.

Vale ressaltar que o0s testes de envelhecimentdicialtie de
deterioracdo controlada estimam o potencial de zenaamento das sementes.
Dessa forma, sementes hibridas, devido ao semaistrzimatico mais robusto,
teriam maior capacidade de manter a qualidade,ntiura armazenamento
(GOMES et al., 2000).

Vigor hibrido também tem sido observado para cargsticas expressas
logo apdés a emergéncia como comprimento de raiipal e densidade de
raizes seminais (HOECKER et al., 2006).
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Efeito reciproco foi observado em todos os testegeiminagéo e vigor
realizados nesta pesquisa. Esses resultados maf@dganportancia da escolha
dos parentais masculino e feminino no momento dtalegdo de campos de
producdo de sementes, visando a obtencdo de senmmmte alta qualidade
(GOMES et al.,, 2000). Assim, o estudo da capaciddelecombinacdo das
linhagens para qualidade de sementes, bem comuoir@zeado efeito reciproco,

€ importante para auxiliar os melhoristas duraatprocessos de sele¢éo.

3.2 Andlise da capacidade de combinacao

Na Tabela 6 encontram-se os quadrados médios pagaaidade geral
(CGC) e especifica (CEC) de combinacédo, dos efeitoprocos (ER) e seus
desdobramentos, efeitos materno (EM) e nao mafbiui.

Pelos resultados da analise de variancia verifsmefeito significativo
ao nivel de 1% de probabilidade para os dados asbfira todos os testes

utilizados para avaliar a qualidade fisiolégicak{@la 6).

Tabela 6 Quadrados médios das capacidades gerdl)(@Gespecifica de
combinacao (CEC) e dos efeitos reciprocos (ER)emas (EM) e ndo
maternos (NM), para os testes de primeira contagergerminacao
(PCG), porcentagem de germinacdo (TG), velocidadgetminacéo
(VG), teste frio (TF), envelhecimento artificial AlE e deterioracéo
controlada (DC) — Lavras — 2015

FV GL QM
PCG TG VG TF EA DC
CGC 4 106,463* 64,826* 1,7317* 48,639* 99,318* guP*
CEC 6 129,460* 67,527* 0,3645* 71,166* 71,517* 13B*
ER 6 204,249* 160,333*0,5391* 142,916* 114,583* 506,667*
EM 4  236,333* 125,625*0,6544* 118,375* 85,500* 444,875*
NM 2 140,083* 229,750*0,3084* 192,000* 172,750* 630,250*

Erro 51 7,156 2,078 0,0247 2,745 4,137 13,764
*Significativo ao nivel de 1% de probabilidade ptiste de F.
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A CGC refere-se ao desempenho médio de um gemtaoenbinagfes
hibridas e sua significAncia na analise de varénefere-se a existéncia de
variabilidade entre os efeitos da CGC (Gi) ass@dagos genes aditivos. A
significancia para CEC (Sij) permite associar afgstes ndo aditivos, pois a
CEC é uma estimativa dos desvios do comportamentordhibrido em relacao
ao esperado com base na CGC (CRUZ; REGAZZI; CARNEI®R12; CRUZ;
VENCOVSKY, 1989).

A significancia dos quadrados médios dos ER indicaxisténcia de
diferencas significativas entre os hibridos e sespectivos reciprocos. O efeito
significativo dos desdobramentos dos ER nos pergstadar a natureza do
efeito reciproco. Neste caso, como os dois fatsfiessignificativos, os ER séo
de natureza materna (EM), causada pelo DNA citoptiso e suas interagfes
entre o DNA citoplasmatico e o nuclear, e ndo matéNM) relacionadas aos
efeitos ambientais e suas interacées com o gen@iph MATHESON, 2001).

Pelos resultados dos quadrados médios dos efeit6&E€ e CEC foram
observadas magnitudes semelhantes para o testerdimgcdo. Para os testes de
primeira contagem de germinacéo, teste de frioterideacdo controlada os
componentes quadraticos associados a CEC foramramattd que aqueles
associados a CGC, evidenciando a maior importadusaefeitos ndo aditivos
em relacdo aos demais. Ja para os testes de alecide germinagdo e
envelhecimento artificial foram observadas magmrisudmaiores para o0s
componentes quadraticos da CGC em relacdo a CECméHitos trabalhos,
guando a CGC apresenta magnitude superior a CE€aind o predominio dos
efeitos aditivos no controle do carater, mas dedacoom Ramalho et al. (2012)
essa afirmacdo so é valida se a frequéncia alélédia dos genitores for 0,5,
pois os locos em heterozigose nado contribuem cosestianativa da CGC.

Contudo, quando ha dominancia e a frequéncia nuidiagenitores é diferente
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de 0,5, 0 que deve ser a maioria dos casos, nawetccinferir que a estimativa
de CGC maior que a de CEC indica predominio deéosfeditivos.

Gomes et al. (2000) estudando a capacidade de cagdiu de linhagens
de milho para qualidade fisiol6gica de sementesgclaram que a magnitude
dos componentes quadraticos evidencia a maior tdmpoa da CEC em relacéo
a CGC, ou seja, dos efeitos ndo aditivos no cantilol carater. Por outro lado,
Silva et al. (2008) ao estudarem o controle genétie caracteristicas
associadas a qualidade de sementes de milho entepdes de meios irmaos
intra e interpopulacionais, observaram que a veidatios desvios aditivos intra
e interpopulacionais €, ou ;) foram maiores, evidenciando menor
importancia da dominancia no controle do carater.

Na presente pesquisa, nos componentes quadratcBR abservou-se
alta magnitude, similar aos componentes da CE@.f&&i mostra a importancia
do efeito reciproco para a qualidade de sementesesEresultados estdo de
acordo com Silva et al. (2008) que observaramaefeitiproco nos caracteres
associados a qualidade de sementes.

Por meio do desdobramento do ER foram observada®rana
magnitudes dos componentes quadraticos maternasogatestes de primeira
contagem de germinacdo e indice de velocidade dminpggdo e maiores
magnitudes dos componentes quadraticos ndo matparasporcentagem de
germinacéo, teste frio, envelhecimento aceleradieterioracdo controlada, o
gue demonstra a complexidade do controle do cagat@idade fisioldgica de
sementes.

Roveri José et al. (2004) estudando o controletgenda tolerancia a
alta temperatura de secagem em sementes de milsgrvaram que ha
predominancia do efeito reciproco para a tolerarcialta temperatura de

secagem e relacionaram este fato ao efeito matBlm@ntanto, estes autores
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nado desdobraram o efeito reciproco e como podebservado neste trabalho o

efeito ndo materno tem grande participacéo nocefediproco.

3.2.1 Estimativas dos efeitos de capacidade ger@GC) e especifico (CEC)
de combinacao, efeito reciproco (ER), materno (EMg ndo materno(NM).

Houve variagcdo das estimativas dos efeitos da CGI(T éntre as
linhagens e os testes empregados, 0 que podederdocdevido a diferenca
entre as metodologias dos testes, fazendo comagizegenotipo se comportasse
de maneira diferente sob as condi¢des especificaadh teste (Tabela 7).

Para os testes de germinacédo, primeira contageyardenacao, teste de
frio, envelhecimento acelerado e deterioracdo otatta foram observadas
maiores estimativas positivas para a linhagem 9abdla 7). Entre as
estimativas negativas, maiores valores foram obsges/para a linhagem 57 no
teste de primeira contagem de germinacdo, parahagem 30 no teste de
germinagéo e teste de frio e para a linhagem 43tesies de deterioracdo
controlada e envelhecimento artificial. O baixoovade Gi indica que a média
dos hibridos em que a linhagem i participa naaelifia média geral do dialelo.
Os altos valores de Gi, positivo ou negativo, iadicque o genitor foi pior ou
melhor que os demais genitores incluidos no diakho relacdo a média dos
seus hibridos para o referido teste (CRUZ; VENCOVSK989). Neste caso, a
linhagem 91 foi a que mais contribuiu para aumemtaporcentagem de
germinacéo dos hibridos.

Pelo teste de velocidade de germinacéo, utilizadtenpesquisa, quanto
menor o valor de VG mais vigorosa é a semente.dXessa, a interpretacao da
estimativa de Gi é oposta, uma vez que o objetivedézir o nimero de dias
para a germinagdo, o que é importante para o éstahento da populacao de
plantas. Assim, observa-se maior Gi negativo pdirthagem 57 e positivo para
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a linhagem 43. Ou seja, a linhagem 57 apresentar roancentracao de alelos

favoraveis para reduzir a expresséo do caratey pdiga a germinacao.

Tabela 7 Estimativas dos efeitos de capacidadel geracombinacdo (G),
capacidade especifica de combinacdo (S), efeitdpromo (R),
materno (M) e ndo materno (N) para os testes deep@a contagem de
germinacdo (PCG), porcentagem de germinacgdo (T&jcidade de
germinacdo (VG), teste frio (TF), envelhecimenttfiaial (EA) e
deterioracéo controlada (DC) — Lavras — 2015

Parémetro PCG TG VG TF EA DC
Glzo -1,486 -2,017 0,081 -1,559 0,108 3,868
G243 -0,518 -0,573 0,272 -0,809 -2,481 -6,041
G35 -1,668 1,127 -0,289 0,941 -1,231 2,259
G4o, 2,826 1,483 -0,105 1,316 2,796 6,056
G554 1,576 -0,205 0,046 0,066 2,046 -4,882
S21 -4,039 -5,248 0,042 -5,500 -3,304 -3,180
S13 4,861 1,802 -0,279 2,000 2,696 3,270
S24 1,648 1,252 0,148 1,125 1,759 1,382
S25 0,148 1,939 -0,118 1,875 1,259 21,070
S34 2,298 -0,698 0,034 -0,375 1,009 2,582
S35 1,298 0,739 -0,121 0,375 2,009 4,020
R12 11,500 9,000 -0,200 10,000 9,000 15,500
R31 -1,000 -0,500 0,300 0,500 2,000 -0,500
R42 -0,500 0,500 -0,150 0,000 0,500 -9,500
R52 3,500 0,000 -0,350 -1,000 -1,000 1,000
R43 -1,000 0,500 -0,050 1,000 0,000 0,000
R53 3,500 -0,500 -0,350 0,500 0,500 -7,500
M1 4,559 4,154 0,116 3,971 2,941 8,037
M2 -3,275 -2,221 0,175 -2,279 -2,309 -2,338
M3 0,142 0,279 -0,046 0,471 0,941 2,162
M4 -2,316 -0,346 -0,006 -0,529 -0,184 -4,588
M5 1,934 -1,221 -0,281 -1,029 -0,934 -3,213
N12 3,417 4,375 -0,156 4,000 3,750 5,125
N31 -3,417 -4,375 0,156 -4,000 -3,750 -5,125
N42 1,708 2,125 -0,048 2,000 1,375 7,000
N43 1,708 2,250 -0,109 -2,000 2,375 -1,875
N52 -1,708 -2,125 0,048 2,000 -1,375 -7,000

N53 -1,708 -2,250 0,109 -2,000 -2,375 1,875




69

De uma forma geral, na linhagem 91 foi observad@mtancentracéo
de alelos favoraveis e esta pode ser utilizada cgemitor, em programas de
melhoramento, para formar populacées com alta daddi de sementes. Esses
resultados estdo de acordo com os observados p@s \@utores os quais
observaram que as sementes da linhagem 91 posdtgenolerancia a seca
(ABREU et al., 2014), alta tolerAncia a semeadurabmixas temperaturas
(SILVA-NETA et al.,, 2015) e alta qualidade fisiolég (ANDRADE et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2013). J4 a linhagem 43 aprga menor concentragdo
de alelos favoraveis, classificada como a pior dgém para qualidade
fisiologica de sementes. Isso pode ser observadoresultados dos testes
velocidade de germinacgdo, envelhecimento artifiei@eterioracdo controlada.
Esses resultados estédo de acordo com os resutpdesentados por Andrade et
al. (2013) e Oliveira et al. (2013), os quais dfasgam a linhagem 43 como de
baixa qualidade de sementes.

O efeito da CEC (Sij) é o desvio de certas comifieatibridas que sao
relativamente superiores ou inferiores ao que sesigerado com base na
capacidade geral de combinacdo de suas linhageitsrgs, e estad associado
aos efeitos dos desvios de domindncia dos genespistasia envolvendo
dominancia. Quanto maior o valor, mais divergests as linhagens, embora
sejam também influenciadas pela frequéncia génigdiando dialelo (CRUZ;
VENCOVSKY, 1989).

De uma forma geral, o hibrido 30X57 foi 0 que apnésu maiores
estimativas de Sij, em todos os testes avaliadase€mo aconteceu nos testes
fisiolégicos, nos quais este hibrido apresentoemesnho superior aos demais
e altos valores de heterose.

No teste de deterioragdo controlada séo obserestiasativas do efeito
da CEC com altas magnitudes. E importante ressal@lor de Sij do hibrido
43X64 que foi de 21,07. Para este hibrido a hedeimsde 36,5, para 0 mesmo
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teste, mostrando a contribuicdo dos genes de dapim&o controle deste
caréter.

O efeito reciproco Rij refere-se a diferenca eathgbrido Hij, no qual i
€ o parental feminino e o j o parental masculino, lébrido Hji, em que j € o
parental feminino e i o parental masculino. Quasélo comparados o hibrido
43X30 e seu reciproco 30X43, observa-se um altorvad estimativa de Rij
para todos os testes. O mesmo pode ser observaampdestes fisioldgicos,
nos quais o hibrido 43X30 apresentou menor desempem relacdo ao seu
reciproco.

De acordo com Cockerham e Weir (1977) o efeitoprecb pode ser
desdobrado em efeito materno e ndo materno. Esdelitamento do R permite
inferir a respeito das causas genéticas do efeiipnoco. O efeito materno é
causado por genes citoplasmaticos ou pela inteexgid® o DNA citoplasmatico
e 0 nuclear, portanto o carater é herdavel e padexplorado em programas de
melhoramento (WU; MATHESON, 2001).

De maneira geral, as estimativas dos efeitos naternus foram
similares as dos efeitos maternos. O mesmo foiredde nos componentes
guadraticos (Tabela 6), nos quais 0s quadradosométhiternos e ndo maternos
foram de alta magnitude e variaram para cada t€iiserva-se que para a
linhagem 43 todas as estimativas do efeito mat€ki®) sdo contrarias ao
sentido da selecao, confirmando os resultadosiargsrnos quais os hibridos
gque possuem esta linhagem como méae apresentarsando@lidade. Com estes
resultados infere-se que a linhagem 43, identificedimo de baixa qualidade
anteriormente (ANDRADE et al.,, 2013; OLIVEIRA et.,aR013), ndo deve
participar nos cruzamentos como parental feminino.

O desdobramento do efeito reciproco é de fundamiemartancia para
o0 entendimento do controle genético da qualidadmldigica de sementes,

permitindo ao melhorista tomar decisbes mais agasriem relacdo a este
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carater. Nesta pesquisa foi possivel observar qedeito reciproco para a
gualidade fisiologica de sementes de milho ndo éddeapenas a causas
maternas, havendo grande influéncia do efeito amddie Assim, devido a
complexidade do carater, é necessario melhorasraigbes experimentais para
aumentar os ganhos genéticos.
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4 CONCLUSOES

Ha expressdo da heterose para a caracteristicaatidagle fisiolégica
em sementes de milho.

No controle genético da qualidade fisiolégica denesstes de milho
estéo envolvidos genes de efeito aditivo e nadvadit

Ha efeito reciproco para qualidade fisiologica @nantes, o que
permite a escolha dos genitores femininos ideai @& cruzamentos.
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CAPITULO 3

Expresséo de genes associados a qualidade fisiadagiurante a germinacéo
de sementes de milho

RESUMO

O uso de sementes de boa qualidade é importandecpaucesso do
estabelecimento dos cultivos e na obtengdo de ddsvaendimentos. A
gualidade fisiolégica e a heterose para esta eafsiita parecem estar
associadas a expressdo de enzimamilases. No entanto, mais recentemente,
h& evidéncias de que a expresséo de outras potjN também importantes
para esta caracteristica em sementes de milhdmAsobjetivo neste trabalho
foi avaliar a qualidade fisioldgica, o efeito detdiese e a expressédo de genes
associados a qualidade fisiol6gica de sementeside.r@om este propésito, foi
instalado um campo de producdo de sementes hil@lasilho, incluindo os
reciprocos, utilizando-se o sistema dialelo parcrais as linhagens genitoras.
Foram utilizadas cinco linhagens (30, 91, 57, 48). AA\s sementes foram
embebidas em agua e em solucdo de ABA 1,0 mM pdroras. Para a analise
da qualidade de sementes foram realizados os @stpsimeira contagem de
germinagdo e porcentagem de germinacdo. Foi rdalizzambém, a andlise
protebmica de proteinas LEA e das enzimasnilase, MDH, ADH e PGl em
sementes tratadas com ABA. Na andlise de transdotcestudada a expresséo
dos genes LEA, LEA D-34g-amilase B73p-amilase LOC 5425 e SOD. Foi
observado que o ABA reduz a atividadeodamilase e a qualidade fisiol6gica
de sementes de milho. A expressdo de LEA protegsid relacionada a
gualidade fisiol6gica de sementes de milho. Harbséee efeito reciproco na
expressao de enzimas e proteinas associadas @agladiisiolégica de sementes.

Palavras-chave: Heterose. Enzimas. LEA proteinas.
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ABSTRACT

The use of good quality seeds is important for theccessful
establishment of crops and to obtain high yieldse Pphysiological quality and
heterosis for this trait seem to be associated thighexpression od-amylase
enzymes. However, more recently, there are sonuerees that expression of
other proteins is also important for this traitmaize seeds. Thus, the aim in this
study was to evaluate the physiological seed qudliterosis and expression of
genes associated with maize seed quality. Fomptimigose, a field was installed
to obtain hybrid, reciprocal and inbred line seeasisag partial dialel design. Five
lines were used (30, 91, 57, 43, 64). The physioldgjuality of the seeds were
accessed by germination and first count of gerrianaProteomic analysis was
performed for LEA proteinsg-amylase, MDH, ADH and PGI of seeds treated
with ABA. Transcriptomic analysis was performed the genes LEA, LEA D-
34, a-amylase B73p-amylase LOC 5425 and SOD. It was observed that ABA
reduces the activity af-amylase and physiological seed quality of maizsise
Expression of LEA proteins is related to physiotadiseed quality. There are
heterosis and reciprocal effect in the expressibrerzymes and proteins
associated with physiological seed quality.

Key-words: Heterosis. Enzymes. LEA protein.
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1 INTRODUCAO

O uso de sementes de boa qualidade é importarge gamtabelecimento
de cultivos e na obtencdo de elevados rendimeAta@gpialidade de sementes
envolve as propriedades que determinam o potepaial a germinacao rapida e
uniforme e o desenvolvimento de plantulas normaisugna ampla faixa de
condicbes de campo (WANG et al., 2015).

Em muitos trabalhos tem sido observada heterosegpearacteristica de
gualidade fisiolégica de sementes, sendo a maimiéerfia do sistema
enzimatico apontada como uma das principais calsagorréncia de heterose
em sementes (GOMES et al.,2000). Até o0 momentgeanses que codificam as
enzimasu-amilases sdo descritos como os de maior influésatiae a qualidade
fisiolégica de sementes de milho. No entanto, esgpisas mais recentes tem
sido observado que outros genes como 0os relacisriatiderancia a dessecacgéo
e enzimascavengerpodem estar associados a esta caracteristica.

Oliveira et al. (2013) observaram que a maior esgfie dex-amilases
nao ocorreu, necessariamente, em sementes dedmhdg milho de melhor
qualidade, havendo varios outros genes envolvittmscontrole do carater
gualidade fisiologica de sementes.

Alguns autores tém observado que o aumento dassgweale LEAl&ate
embriogenesis abundgniproteinas coincide com o aumento da qualidade
fisiologica de sementes de milho (AMARA et al., 20ANDRADE et al.,2013;
SILVA-NETA et al.,, 2015). Apesar da conhecida intpacia das LEA
proteinas na superacdo de condi¢Bes de estreasdpsegue relacionem estas
proteinas com a qualidade fisiolégica de semermes &do escassos.

Liu et al. (2013), também observaram que LEA prnateipodem se ligar
a metais livres reduzindo o estresse oxidativo.uBSeg estes autores, a

manutencdo da taxa de germinagdo de sementes desadivculturas em



79

situacdes de estresse € maior em gendtipos quezarmmd_EA proteinas quando
comparado aos mutantes que ndo produziam certpsgydessas proteinas.

Diversos fatores e condicBes afetam a expressabEde proteinas
durante a maturacédo e secagem de sementes, desteepresenca de ABA, ja
que alguns grupos de LEA tém expresséao induzidagterfitorménio (HONG-
BO; ZONG-SUO; MING-AN, 2005). Porém, acredita-seeqa aplicacédo
exdgena de ABA durante a germinacdo ndo induza pgegsdo de LEA
proteinas jA que ndo h& evidéncias de que ocantassi“de novo” dessas
proteinas (AMARA et al., 2012).

Para a avaliacdo de outros genes associados dayleliisiologica de
sementes de milho é necessario bloquear a atividadeamilase, pois a alta
expressdo desta enzima pode mascarar a expressaatrde proteinas. A
germinagéo se inicia quando o acido giberélico (G&ASintetizado no embrido e
transportado para a camada de aleurona induzirosaintese de-amilase.
Esse processo € especificamente inibido pela péoaddg hormbénio ABA, que
impede a sintese de mMRNA de amilase (ICHIKI e2&i07).

Outra opc¢éao € inibir a sintese de GA para, consgeoente, inibir a
inducdo da sintese deamilases. Ziauka e Kuusien (2010), ao estudarem
diferentes inibidores da sintese de GA concluiram @ paclobutrazol (PBZ) é
um inibidor que atua nas primeiras etapas da Initess de GA.

O estudo da expressdo de diferentes genes enwwlvidogualidade
fisiolégica de sementes é fundamental para conhesqrocessos envolvidos
nesta caracteristica, visando a producao de sesneme alta qualidade. Diante
do exposto, objetivou-se neste trabalho, avalignalidade fisiologica, o efeito
da heterose e a expressao e proteinas relacioaagaslidade fisiologica em
sementes de linhagens e hibridos de milho por mi@sotécnicas dBCR em

tempo real, eletroforese e espectrofotometria.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na area experimental dpaBemento de
Agricultura e no Laboratério Central de SementedJdversidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG, cujas coordenadas kditude 21°14'S,
longitude 40°17'W e altitude de 918,80m. Essa pegjiiesenta clima tipo Cwb
da classificacdo de Koppen. A temperatura médialagdude 19,4 °C e a
pluviosidade se distribuem, principalmente de outué abril, com valores
anuais de 1529,7 mm.

2.1 Ensaio 1: Inibicdo dan-amilase durante a germinacdo de sementes de
milho

Em uma primeira etapa da pesquisa foi avaliado khangroduto e a
dosagem para inibicdo daamilase durante a germinacdo de sementes de milho.
Para isso, foram utilizadas as sementes das linsajiee 2 e do hibrido
composto por essas linhagens. Além disso, paraagaealiacdo da inibigdo
fosse realizada quando a expressdoadamilase € maxima, sementes da
linhagem 30 foram submetidas a diferentes tempasrdebicdo com o produto
e dose escolhidos e foi avaliada a expressdmilase e de proteinas LEA, por
meio da técnica de eletroforese.

2.1.1 Avaliacdo do produto e da dosagem para inikfio da expresséo de-
amilase

Duas repetices com 180 sementes cada foram cakesd placas de
petri de 15 cm sobre duas folhas de papel filtreedecido com 20 ml de
solucdo de paclobutrazol (PBZ), nas concentracées X 0,3; 1,0 e 3,0 mM e
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acido abcisico (ABA), nas concentracdes de 0,25;€01,0mM, além da

testemunha sem o inibidor e mantidas a temperd&ub °C por trés dias. Apds
esse periodo, foi instalado o teste de germinaci@arte das sementes foi
utilizada para a avaliacéo da expressédo da enzamilase por meio da técnica
de eletroforese

A germinacdao foi conduzida com quatro repetic6eSGsementes, com
a semeadura entre rolo de papel toalha tipo Gesmitmedecido com as
solucBes anteriormente descritas na proporcacsdal2g de papel. Os rolos de
papel Germitest com as sementes foram colocadossa&ooes plasticos
semiabertos, para evitar a evaporagéo do prodotargidas em BOD regulada
para 25 °C. A avaliacdo das plantulas foi realizzdacontagem Unica aos seis
dias. Os resultados foram expressos em porcentagédima de plantulas das
guatro repeticdes. Também foi avaliado o compriméetraiz e parte aérea das
plantulas.

Para avaliacdo da inibicdo daamilase utilizando o PBZ foi utilizado o
esquema fatorial 3X5, sendo trés gendtipos e apnooentra¢des do produto. Ja
para a avaliacdo da inibicdo deamilase utilizando o ABA, foi utilizado o
esquema fatorial 3X4, sendo trés genétipos e quatnoentracées do produto.
Em ambos os casos foram utilizadas quatro repstiedes médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott.

Para a analise da expressdao da enziraanilase, endospermas das
sementes embebidas nas diferentes solucfes foitmmados na presenca de
PVP e nitrogénio liquido. Foi acrescentada soluaéwpéao (Tris HCI 0,2 M pH
8,0 + 0,1% de mercaptoetanol), na propor¢cdo de 250 pL por 100dmg
amostra e homogeneizado em vortex, mantidernightem geladeira, seguido
de centrifugagdo a 16.000 xg, por 30 minutos a.4A°brrida eletroforética foi
realizada em sistema de géis de poliacrilamideb® {gel separador) e 4,5%

(gel concentrador) acrescentado 0,5% de amidostensa gel/eletrodo utilizado
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foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 pLstbrenadante da amostra e a
corrida efetuada a 120 V, por 6 horas. A revelafthorealizada conforme
Alfenas et al. (2006).

2.1.2 Avaliacdo da expressao de enzimasamilase e proteinas LEA em
sementes submetidas a diferentes tempos de embebicdm ABA

Sementes da linhagem 30 foram embebidas em agoa solacdo de
ABA na concentracdo de 1,0mM pelos periodos d&524, 48 e 72 horas. As
sementes foram armazenadas a -80 °C até o momasitavdliacbes por meio
da técnica de eletroforese.

Para a analise da expressdo da enziramilase, os endospermas das
sementes embebidas com agua e com a solugdo dend8Aiferentes tempos
foram triturados na presenca de PVP e nitrogéqiodo. A extracdo da enzima,
a corrida eletroforética e a revelacdo foram feimmnforme descrito
anteriormente no tépico 2.1.1.

Para a andlise da expresséo de proteinas LEA, m$des das sementes
embebidas com 4gua e com solu¢gdo de ABA nos ditsyetempos foram
triturados na presenca de PVP e nitrogénio liquidn. acrescentada solugéo
tampédo (50mM tris-HCL-7,5; 500mM NaCL; 5mM MgCl2mM PMSF) na
propor¢do de 1:10 (peso do material: volume tandgdextracao), e transferidos
para microtubos de capacidade de 1500uL. Os horeimgeinos foram
centrifugados a 14000 xg por 30 minutos, a 4 °€ sebrenadante foi incubado
em banho-maria a 85 °C por 15 minutos e novameetdrifugado. O
sobrenadante foi vertido em microtubos epellet descartado. Antes da
aplicacdo no gel, os tubos de amostras contendb @6pextrato + 40uL de
solucdo tampdo da amostra (2,5mL de glicerol; 0d6dDS; 20mg de azul
Bromofenol e completado o volume para 20 ml de tome extracdo Tris pH
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7,5) foram colocados em banho-maria com 4gua eric&bupor 5 minutos
(BLACKMAN et al., 1991). Foram aplicados 50pL dotraxo com proteinas
LEA + tampédo da amostra por canaleta, em gel de ptdiacda SDS-PAGE a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). Aida eletroforética foi
realizada a 150 v e 0s géis corados em Coomassee 880,05%, durante 12

horas e descorados em solucéo de &cido acéticqAlIBENAS et al., 2006).

2.2 Ensaio 2: Expressado de genes associados a glaalé fisioldgica durante
a germinacao de sementes de milho embebidas com ABA

Foi instalado um campo para a producdo de hibsdoples de milho,
incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistenadetth parcial, obtendo-se todas
as 12 combinac¢Bes hibridas, mais as cinco linhagengoras, totalizando 17
materiais genéticos. Entre as linhagens utilizadas sao classificadas de baixa
gualidade fisiolégica de sementes (43 e 57) edeéalta qualidade (30, 91 e 64),
de acordo com selecdo anterior realizada por Gamak (2000) e Oliveira et
al. (2013) (Tabela 8).

Tabela 8 Descrigdo das linhagens de milho utilizaska pesquisa — Lavras —

2015
Linhagens Ciclo Grao Porte
L30 Super Precoce Flint / Vermelho Médio
L43 Precoce Meio Dente / Amarelo  Médio
L57 Precoce Dente / Amarelo Médio
L91 Normal Dente / Alaranjado Alto
L64 Super Precoce Flint / Amarelo Baixo

O solo foi preparado convencionalmente e as cdeseforam feitas de

acordo com a analise quimica do mesmo. Foi utitizadspacamento de 0,8 m e
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7 plantas por metro linear. A adubacéo de coberagsim como, 0s demais
tratos culturais foram realizados de acordo comecsmendados para a cultura.

Para prevenir cruzamentos indesejados, no floreston as espigas
foram protegidas com sacos plasticos, antes das@&midos estilo-estigmas.
Quando os estilo-estigmas se apresentaram recepfioam realizados
manualmente os cruzamentos e as autofecundacgdes.

As sementes foram amostradas para determinac&®odale agua e a
colheita foi realizada quando estas apresentavah @& teor de agua. As
espigas foram despalhadas manualmente e em segibdsetidas a secagem
artificial a 35 °C até que as sementes atingissentear de agua de

aproximadamente 13%.

2.2.1 Determinacao da qualidade fisiolégica de sentes de milho
embebidas com ABA

A avaliagdo da qualidade das sementes embebidasacsoiucéo de
ABA foi realizada por meio de teste de germinagc&arimeira contagem de
germinagéo nos quais foram computadas protrusdcutade porcentagem de
plantulas. Os testes foram conduzidos com quapetigdes de 50 sementes,
com a semeadura entre papel toalha tipo Germitestdecido com &agua
destilada e com solucdo de 1,0mM de ABA na promodgi2,5 ml/g de papel.
Os rolos de papel Germitest com as sementes footardos em sacos
plasticos semiabertos, para evitar a evaporacgoattuto e mantidas em BOD
regulada para 25 °C. Os resultados foram expresaggorcentagem média de
protrusédo radicular e plantulas normais.

Para a andlise estatistica foi utilizado o delirevsim experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 27Xcbm ou sem ABA e

dezessete gendtipos). Os dados foram interpretaiatisticamente por meio da
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analise de variancia e as médias, comparadas g&tlo de agrupamento Scott

Knott ao nivel de 5%. As analises foram realizadaprograma estatistico R.

2.2.2 Expressdo de genes associados a qualidadelfgica por meio da
técnica de eletroforese

A escolha dos tecidos para extracdo das protetdeifa de acordo
com Andrade (2013). Para a analise da expressdenzima o-amilase, 0s
endospermas das sementes embebidas com agua @logadosde 1,0mM de
ABA por 72 horas foram triturados na presenca de B\hitrogénio liquido. A
extracdo da enzima, a corrida eletroforética evalaedo foram feitas conforme
descrito anteriormente no topico 2.1.1.

Para a andlise da expresséo de proteinas LEA, m$des das sementes
embebidas com agua e com solu¢cdo de 1,0mM ABA fothdtas foram
triturados na presenca de PVP e nitrogénio liquid@xtracdo da enzima, a
corrida eletroforética e a revelagdo foram feimsfarme descrito anteriormente
no tépico 2.1.2.

Para a analise da expressédo das enzimas alcohalrdghnase (ADH),
malate dehydrogenase (MDH) e phosphoglucose issmer@PGIl) foram
utilizadas sementes inteiras embebidas com 4gamesclucéo de 1,0mM ABA
por 72 horas. Apés a trituracéo na presenca deéPRiBogénio liquido, foram
adicionados 250 pl do tampéo de extragdo (Tris®HZ€M pH 8,0) e 0,1% dg¢
mercaptoetanol em amostras de 100 mg do materie¢na@o. A mistura foi
homogeneizada em vortex e mantidaernight em geladeira, seguido de
centrifugacdo a 16.000 xg, por 30 minutos a 4 °@okida eletroforética foi
realizada em sistema de géis de poliacrilamidab® {gel separador) e 4,5%
(gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizéol o Tris-glicina pH 8,9.
Foram aplicados 50 pL do sobrenadante da amostreoerida efetuada a 120
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V, por 4 horas. Ao término da corrida, os géis for@velados na presenca de

substratos especificos para cada enzima (ALFENASE,&006).

2.2.3 Quantificacdo de proteinas LEA

Os embrides das sementes embebidas com agua e atogdos de
1,0mM de ABA por 72 horas foram moidos por um noneitquinze segundos
em mortar sobre gelo, na presenca de solucdo tagy®oM tris-HCL-7,5;
500mM NaCL; 5mM MgCI2; 1mM PMSF) na propor¢do ddQl(peso do
material: volume tampdo de extracdo), e transferigara microtubos de
capacidade de 1500uL. Os homogeneizados foranifagattos a 14000 xg por
30 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi incubadd&nho-maria a 85 °C por
15 minutos e novamente centrifugado. O sobrenaddmitevertido em
microtubos e qoellet descartado. Os microtubos com o sobrenadantenfora
colocados em banho-maria em ebulicdo por cinco twsnuEm seguida foi
realizada a determinagcdo de proteinas segundo ocodméBradford
(BRADFORD, 1976) utilizando-se albumina de soroibowara a construcéo
da curva de calibragdo. Foram utilizados 5 mL decéo corante e 100 uL da
amostra preparada. O resultado da quantificacdoefpresso em ug/g de

semente.

2.2.4 Expressdo de genes associados a qualidadelfgica por meio da
técnica de gRT-PCR

A expressdo dos genes associados a qualidadeédisialpor meio da
técnica de gRT-PCR foi dividida em quatro etapadrad€ao e Purificagdo do
RNA, Transcricdo reversa para sintese do cDNA, B@Rempo real, e Analise

dos resultados.
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Para a extracdo do RNA das sementes embebidas goan e com
solucdo de 1,0mM de ABA por 72 horas, foram maaadh presenca de
nitrogénio liquido, endospermas para a avalicdexiaressao de-amilase,
embriGes para avaliacédo da expressao de LEA pasteiisementes inteiras para
a avaliacdo da enzima SOD. Foi utilizado o reagfute Link RNA Plant®
(Invitrogen), seguindo as especifica¢cdes do manual do faleican

Foram transferidos 100 mg do material macerada pamicrotubo,
juntamente a 50QL do reagentePure Link RNA Plant® gelado (4 °C) e
homogeneizados em vortex. Em seguida, os tubosifdeaxados a temperatura
ambiente por cinco minutos. Apos esse periodo, temah foi submetido a
centrifugacdo por dois minutos, a temperatura amdjecom velocidade de
14.000 xg, e o sobrenadante foi transferido paranowo tubo. Em seguida,
foram adicionados 10QL de NaCl 5 M e as amostras homogeneizadas em
vértex, por cinco segundos. Na sequéncia, foranci@didos 300uL de
cloroférmio e os tubos foram submetidos a invegs#ob vezes. Para separar as
fases, as amostras foram submetidas a centrifughecd4.000 xg, durante dez
minutos, a temperatura de 4 °C, e a fase aquossisufoi transferida para um
novo tubo. Em seguida, foi adicionado um volumeivedente a fase aquosa de
isopropanol gelado e homogenizados em vértex, tkiranco segundos. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente dear minutos e
posteriormente foram submetidas a centrifugacdddampor dez minutos a 4°
C e 14.000 xg. O sobrenadante foi descartaghwlletfoi lavado com 1 mL de
etanol 75% gelado e os tubos foram submetidos taifogacao por 1 minuto, a
temperatura ambiente (14.000 xg). O liquido redidaaremovido do tubo
utilizando pipeta e o RNA foi ressuspendido em 20 de agua Milli-Q
autoclavada. As amostras foram armazenadas a =20 °C

A integridade e pureza do RNA foram avaliadas eiagas etapas com

a utilizacdo da eletroforese em gel de agaroseatlgsmte (corados com
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SYBR® Green I, Applied Biosystemise em espectrofotdmetrdN&noVug.
Foram separadas aliquotas para evitar o descorg@iandiario do RNA
estoque, evitando a sua degradacgéo e contaminacao.

Apés as extracdes dos acidos nucleicos, as amdsteas tratadas com
DNAse Free para evitar qualquer contaminacdo com DNA. Pasa if®i
utilizado o Kit DNAse Turbo Free® AMBIOM de acordo com protocolo
recomendado pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento com DNfsseaealizada
uma reacdo d®CR convencional. Como controle positivo foi utilizadena
amostra de DNA genémico de milho.p@imer utilizado foi o correspondente ao
gene constitutivo Zeina. Foi preparado um gel deasg 1,5% e corado com gel
Red® para visualizacao das possiveis amplificacdes.

Apébs o processo de extracdo e purificacdo, os RNXgxam utilizados
como molde para a sintese de cDNA. Foi utilizadoHigh CapacitycDNA
Reverse TranscriptiorcDNA® da Applied Biosystemssegundo protocolo
recomendado pelo fabricante. Primeiramente, o RNApfeparado a uma
concentracdo de g em um volume final de 10L. Apds essa etapa, foi
preparado ummix contendo 2uL do tamp&o da enzima, | do primer RT
Random Primers0,8ul do mix dNTP (100 mM), LL MultiScribeTM Reverse
Transcriptasee agua para um volume final dell0amostra. Para cada solucao
preparada de 10L de RNA a 1ug, foram acrescentados L0 desse mix. Os
tubos foram submetidos ao termociclador Multige@gadient Labnet
programado em trés etapas: 10 min a 25 °C paralaraento dogrimers 2 h a
37 °C para acdo da enzima e 5 min a 85 °C paraadat As amostras foram
armazenadas efreezera -20 °C.

A eficiéncia da sintese de cDNA foi comprovada pwio dePCR
convencional. Como controle positivo foi utilizadema amostra de DNA

gendmico de milho, e utilizado grimer correspondente ao gene constitutivo
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Zeina. Foi preparado um gel de agarose 1,5% caradobrometo de etideo
para visualizagdo das amplificagdes.

Para o desenho dpsimersos genes-alvo foram baseados em diferentes
enzimas e proteinas associadas a qualidade figial@g sementes de milho,
apos revisao bibliografica.

As sequéncias dos genes-alvo escolhidos foram #adas por meio de
busca no banco de dados do genoma milho sequenmd@enBank Com base
nessas sequéncias foram desenhadgsimers utilizando-se software Primer
Express 3.0 (Applied Biosystems As sequéncias dogrimers estao
representadas na Tabela 9. Foram utilizados comimo® endégeno os genes
da Ubequitina e ADH (SCHOLDBERG, 2009).

Tabela 9 Primersutilizados na analise dlRT-PCR- Lavras — 2015

Gene Sequéncia 5'---------- 3'
F CCGGCTCCACGCAGAAC
Alpha amylase B73
R TATAGGCGTAGCCCTGCATGA
F TGCAGCCTCCTAGTGCTTGTAC
Alpha amylase (LOC542522)
R TGGAAGAGGACCTGGGATTG
Late embryogenesis abundant F CCGGCTCCACGCAGAAC
proteinD-34 R TATAGGCGTAGCCCTGCATGA
Late embryogenesis abundant F TGCAGCCTCCTAGTGCTTGTAC
protein R TGGAAGAGGACCTGGGATTG
SOD F TGGAGCACCAGAAGATGA
R CTCGTGTCCACCCTTTCC
I F AAGGCCAAGATCCAGGACAA
Ubiquitina
R TTGCTTTCCAGCGAAGATGA
F AGGACGCTGAGTTAAGACC

Desidrogenase Alcodlica ADH
R CACATTTGGCAGATCAGTGC

(F) sequéncia do priméwarde (R) sequéncia darimer reverse
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Para as analises foi utilizado o aparelhaatd-time PCR Sisteny500
(Applied Biosystemis A qRT-PCRfoi realizada utilizando o SYBR®&5reen
PCR Master Mix(Applied Biosystemse as amostras de cDNA sintetizadas a
partir do RNA extraido. As condicdes térmicas decé@® foram 2 minutos a 50
°C, 10 minutos a 95 °C, seguidos por 40 ciclos Slesdgundos a 95 °C e 1
minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a°®50s dados foram
coletados e armazenados no programa F#¥) Software(Versdo 2.1). Para
cada reacao, foram utilizados 10 de cDNA, 0,2uL de cadgrimer e 5,0uL
de Master MixSYBR greenUDG com ROX (Invitrogen) para um volume final
10,0 ulL/amostra. Controles negativos, compostos por aguagontroles
endégenos foram incluidos em todas as analisesasTad reacdes foram
realizadas em triplicata.

A coleta de dados foi realizada por meiosdftwarev. 2.0.1, do sistema
7500 dePCR em tempo realApplied BiosystemsFoi utilizado o método 1C
comparativo para quantificacéo relativa, em queCos (Ciclo threshold das
amostras foram normalizados usando s Gos controles enddgenos. Para isso,
previamente foi realizado um experimento de valida@ fim de verificar que
as eficiéncias de amplificacdo dos genes-alvo égambs sdo similares e
préximas de 100%. As curvas padrao, para o testficiéncia, para os genes
em estudo, foram geradas a partir das seguintéig@ik: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625
e 1:3125. Esse procedimento também permitiu aidéabérda melhor diluicéo do
cDNA para ser utilizada em cada reacéo, que fdide

Para andlise dos resultados foram considerados sem#o amostras
calibradoras as amostras que apresentaram a mgessio para cada gene.
Para a quantificacdo da expressédo génica pelacéédei PCR quantitativo em
tempo real, os valores obtidos correspondentesnaais de mRNA's das
amostras foram comparados relativamente aos vatlmesiveis de mRNA’s

dos controles. Ap6s a obtencdo dos dados bruttss &xam analisados por
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meio do programa 7508oftwareSDS (Verséo 2.0.1). Para calcular o nivel de
expressao dos genes de interesse foram conside@td@simento exponencial
do produto de PCR) do gene-alvo e controle endggedio= & (amostra) — €
(controle enddgeno) eACt = ACt (amostra) ACt (calibrador). Em seguida o

nivel de expresséo foi calculado pela formula: RE}<",
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inibicdo da a-amilase durante a germinacéo de sementes de milho

O teor de agua médio das sementes no momentoldacéa dos testes
para a avaliacdo da qualidade fisiolégica foi d& k®m variacdo maxima de
1%.

Para ambos os produtos utilizados para a inibicia-dmilase, a
avaliacdo da germinacdo, foi realizada aos 6 dmscentagem Unica. De
maneira geral, as plantulas estavam bem desenasleimm parte aérea maior de
7cm para os hibridos e 5cm para as linhagenstesssradicular variou de 14 a
20 cm para hibrido e de 9 a 12 cm para as linhagens

Em relacdo ao porcentual de plantulas normais pientes de sementes
embebidas em solucéo de paclobutrazol (Tabelacl@pEervada a inibigdo da
germinagdo apenas em sementes da linhagem 1, ha quenor porcentagem

de germinacao ocorreu na concentracao de 1,00 mM.

Tabela 10Porcentagem de plantulas apés embebicdo das sendenteilho das
linhagens 1 e 2 e do hibrido formado por essasadi@hs em solucéao
de paclobutrazol por periodo de 72 horas — La2@$s

Concentragéo Paclob Linhagen
Hibrido
(mM) L1 L2

0 96 aA 93 aA 97 aA
0,1 96 aA 84 bE 95 aA
0,3 98 aA 84 bE 99 aA
1,C 98 aA 71 bC 99 aA
3,C 96 aA 78 bC 96 aA

Médias seguidas da mesma letra minUscula na limhaiéscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de prolukztoie.
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Em relacdo as sementes embebidas em ABA (Tabeladye inibigdo
da germinacéo das sementes de todos os mateddisdms. Os menores valores
de germinacdo foram observados em sementes embebidasolucdo com
concentracdo de 1,0 mM para o hibrido e a linhayeh para a linhagem 2 néao
houve diferenca na porcentagem de germinacdo magmacdes de 0,50 e 1,0
mM.

Tabela 11 Porcentagem de plantulas ap6s embehacisethentes de milho das
linhagens 1 e 2 e do hibrido formado por essaadj@ehs em solucéao
de acido abscisico (ABA) por periodo de 72 horhawas — 2015

Concentragéo o Linhagen
Hibrido
ABA(MM) L1 L2
0 99 aA 96aA 94 aA
0,28 71 ak 67 ak 68 ak
0,t 69 akt 36 cC 51 bC
1,C 3 bC 5bC 56 aC

Médias seguidas da mesma letra minlscula na limhaiéscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de prolukzioie.

Quando foi utilizado o paclobutrazol durante o psso de embebicao
das sementes, houve reducéo da qualidade fisialégicsementes da linhagem
1, mesmo em concentracbes baixas do produto, quaodgarado aos
resultados observados em sementes da linhageno 2ibritdo (Tabela 10). No
entanto, em sementes da linhagem 1 n&o foi obsereatlicdo na expresséo da
enzima o-amilase independentemente da concentracdo do bpaenol
utilizado (Figura 1).

Segundo Lenton, Appleford e Croker (1994), mesmdazimdo a sintese
“de novo” de giberelinas (GA), o inibidor paclola#ol pode ndo apresentar

efeito sobre a atividade deamilase durante a germinacdo de sementes, ja que
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GA's bioativas ou na forma de intermediarios podestar presentes em
sementes maduras. Ja o ABA atua diretamente sobdeigiio da biossintese da
enzimao-amilase, consequentemente suprimindo a mobilizdedeservas por

meio desta enzima.

Figura 1Atividade da enzima alfa amilase em sementes deon{linhagem 1, 2 e
hibrido) embebidas na solucédo de paclobutrazotaasentracées @,1;0,3;
1,0; 3,0 mM

Quando foi utilizada a solucéo de acido abcisiobpbservada menor
expressao da enzimaamilase em sementes da linhagem 2, principalmeage
concentracbes de 0,5 e 1mM (Figura 2). Em sememé®ebidas em agua ndo
foi possivel diferenciar a expresséo desta enzimaementes dos trés genotipos
avaliados. Ao comparar estes resultados com osodemagem de plantulas
normais (Tabela 11), também houve reducdo maistwamen da qualidade
fisiolégica nas concentracbes de 0,5 e 1,0 mM. Bevesssaltar que o maior
porcentual de plantulas normais foi observado emestes da linhagem 2,
guando as mesmas foram embebidas em solugdo denaBfdncentracdo de
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1mM. No entanto, em sementes submetidas a esteneato observa-se menor
expressdo da enzimaamilase em detrimento da observada em sementes da
linhagem 1 e do hibrido. Assim, infere-se que auiazimas podem estar
envolvidas no controle da qualidade fisiologicasdmentes de milho.

Figura 2 Atividade da enzima alfa amilase em sementes deon{linhagem 1, 2 e
hibrido) embebidas na solugéo de &cido abscisiscomacentracdes 0; 0,25;
0,5; 1,0 mM
Em funcdo dos resultados obtidos selecionou-se é.A&ssim, nos
préximos experimentos foi utilizada a solucdo deAABa concentracdo de
ImM.
Em relacdo a embebicdo de sementes em agua ewgécde ABA 1,0
mM por diferentes periodos, foi possivel observar g expressao deamilase
aumenta com o tempo de embebicéo (Figura 3). Delaaom Kigel e Galili
(1995), asi-amilases ndo estéo presentes nas sementes sgEasa&embebicao
das sementes o hormdénio GA é secretado no embrifansportado para a

camada de aleurona induzindo a sintese “de novo*ateilases. Esse processo
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é inibido especificamente pelo hormdnio ABA (ICHIKt al., 2007). Observa-
se, nas sementes embebidas em ABA, reducdo dassdprelac-amilase,
principalmente apods 48 horas de embebicdo. Seghdhdng et al. (2012), a
maxima repressao da biossintese-@anilase por ABA ocorre até 72 horas apés
a embebicdo, reduzindo seu efeito apds esse periodo

A expressdo de LEA proteinas foi reduzida com qtene embebicao
(Figura 4). Essas proteinas sdo expressas primepg durante o
desenvolvimento da semente e sua expressdo € dedapids germinacao
(HONG-BO; ZONG-SUO; MING-AN, 2005). Segundo Wangatt (2015), a
reducdo da expressdo ocorre 18 horas apds a e@d@bebmmbém foi possivel
observar maior expressdo de LEA proteinas em seme@mbebidas em ABA
em relacdo a observada em sementes embebidas enPaga Liu et al. (2013),

essas proteinas atuam na manutencdo da taxa dmagimem condi¢des de

estresse.

Figura 3 Atividade da-amilase de sementes de milho da linhagem 30, eddsebm
agua e em solucao de ABA por diferentes periodderdpo
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Figura 4 Padrdes de LEA proteinas extraidas de rdemele milho da linhagem 30,
embebidas em 4gua e em solucdo de ABA em diferttgsos

Em funcao desses resultados, nos préximos testeslizado o tempo
de embebicdo de 72 horas das sementes em solug@BAdeuma vez que a
inibicdo dac-amilase é maxima (ZHANG et al. 2012), permitindsiam estudar
outras enzimas envolvidas no processo de germirag@alidade de sementes.
Além disso, apds este periodo de embebicdo aingmseivel observar a

expressao da LEA proteina.

3.2 Qualidade fisiologica e expressao de genes em setasrde milho
embebidas com agua e ABA

De acordo com os resultados da analise de variangiave interacdo
significativa entre gendtipos e tratamentos (saudgl ABA e agua) para todos
os testes utilizados para a avaliacdo da qualifiaiddgica de sementes, ao
nivel de 1% de probabilidade (Tabela 12).
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Tabela 12 Resumo da andlise de variancia dos dadtidos no teste de
primeira contagem de sementes de protrundidas (L,C@Pneira
contagem de plantulas normais (1CGN), sementesupditias no
teste de germinacdo (TGP) e plantulas normais rate tele
germinacdo (TGN) das sementes de milho de difesegemotipos
embebidas em solucéo de ABA e agua — Lavras — 2015

QM
1CGP 1CGN TGP TGN

Gendtipos (Gen) 16 333.54** 737.06**  344.50** 59,783
Tratament

FV GL

1 202048.2** 84301.4** 481.88** 303061.7**

(Trat)
Gen*Trat 16 22357  737.06" 75310  141.82%
Erro 120 18.401 18.9705  5.5686 57.392
Média 59.43 24.90 96.35 48.44
CV (%) 7.22 17.49 2.45 15.64

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pébste F.

No teste de primeira contagem de germinacéo (Tdl®)laavaliada aos
guatro dias ap0s a semeadura, menores valoresottesaio radicular foram
observadas em sementes embebidas em solugdo degdd#lo comparados
aos observados em sementes embebidas em agua.ugdoedxpressiva da
porcentagem de protrusdo em sementes embebidaslegics de ABA ocorre
devido ao impedimento da expresséo de genes adgeiggerminacao, por este
horménio (ICHIKI et al., 2007).

Em sementes embebidas em agua, apenas para ooh#Bi80
verificou-se menor nimero de sementes protrundihasrelacdo aos demais
gendtipos. Neste material foi observado ainda dpeeho inferior a média dos
pais com heterose negativa de 20,5%. Ja em relggidemais hibridos, néo
houve diferenca significativa em relacdo a média pais. Em sementes das
linhagens 43 e 64 embebidas em solugdo de ABA,ehaumenor porcentagem
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de protrusdo radicular em relacdo as demais limfzagkd entre os hibridos, em
todas as combina¢des nas quais a linhagem 43 ipaticomo parental
feminino foi observada menor porcentagem de pratruadicular. Houve efeito
reciproco em todas as combinacgdes hibridas, epaetoa combinacéo 57/91.
Na primeira contagem, nao foram observadas plé&hdamais quando
as sementes foram embebidas em solugdo de ABA.n8egBodkiewicz e
Sodkiewicz (2003), o ABA causa reducdo do deseimwanto de plantulas,
provavelmente como resposta a menor disponibiliddelesnergia, devido a
reducdo na atividade hidrolitica na regido do efAtbriJA& em sementes
embebidas em agua, a maior porcentagem de plantadasais, entre as
linhagens, foi observada para a linhagem 30. Ewotse hibridos, maior
porcentagem de plantulas normais foi observada patdbrido 30/57. Os

valores de heterose neste teste variaram entré<43/91) e 46.5% (30/57).



Tabela 13valores médios (%) de protrusdo, plantulas normdisterose observados aos quatro dias apds a semead
de sementes embebidas em agua e ABAvras — 2015

1 Contagem Protruséo

1 Contagem Normais

Gendtipos H20 ABA Gendtipos H20 ABA
% Heterose % Heterose % Heterose % Heterose
L30 98 Aa - 18 Be - L30 46 Ae - 0 Ba -
L43 99 Aa - 13 Bf - L43 34 Ag - 0 Ba -
L57 97 Aa - 16 Be - L57 39 Af - 0 Ba -
L91 100 Aa - 16 Be - L91 40 Af - 0 Ba -
L64 99 Aa - 11 Bf - L64 24 Ah - 0 Ba -
H1 (43/30) 78 Ab -20.5 7 Bf -8.5 H1 (43/30) 40Af 0 0 Ba 0
H2 (30/43) 100 Aa 1.5 20 Bd 4.5 H2 (30/43) 63 Ac 23 0 Ba 0
H3 (30/57) 99 Aa 15 49 Ba 32 H3 (30/57) 89 Aa 46.5 0 Ba 0
H4 (57/30) 98 Aa 0.5 31 Bc 14 H4 (57/30) 54 Ad 115 0 Ba 0
H5 (43/91) 100 Aa 0.5 8 Bf -6.5 H5 (43/91) 20Ah -17 0 Ba 0
H6 (91/43) 99 Aa -05 22 Bd 7.5 H6 (91/43) 79 Ab 42 0 Ba 0
H7 (57/91) 99 Aa 0.5 23 Bd 7 H7 (57/91) 34 Ag -5.5 0 Ba 0
H8 (91/57) 100 Aa 15 24 Bd 8 H8 (91/57) 48 Ae 8.5 0 Ba 0
H9 (43/64) 100 Aa 1 14 Bf 2 H9 (43/64) 40 Af 11 0 Ba 0
H10 (64/43) 98 Aa -1 27 Bc 15 H10 (64/43) 74 Ab 45 0 Ba 0
H11 (57/64) 99 Aa 1 17 Be 3.5 H11 (57/64) 52Ad 20.5 0 Ba 0
H12 (64/57) 98 Aa 0 35 Bb 215 H12 (64/57) 66Ac 34.5 0 Ba 0

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na lenmindscula na coluna, para cada teste, perteacemesmo agrupamento
pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

0T
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Em relagdo aos valores de germinacdo avaliada endids apds a
semeadura (Tabela 14), apenas nas sementes dagelish30, 43 e 64 e dos
hibridos 43/30 e 43/64 foi observada menor protrusidicular quando as
sementes foram embebidas em solucdo de ABA, codipada sementes
embebidas em agua. Estes resultados podem seraglqdidevido ao fato de a
maxima acao inibitéria do ABA ocorrer até 72 hosds a embebicéo,
reduzindo seu efeito apds esse periodo (ZHANG ,e2@12).

Nas sementes embebidas em agua, assim como nargréuetagem,
apenas em sementes do hibrido 43/30 foi observad@mprotrusdo radicular
entre todos 0s genoétipos, com heterose negativa6ds®. Para os demais
hibridos nao foi verificada diferenca significatigen relacdo a média dos pais.
Em sementes embebidas em solugdo de ABA, tambéob&arvada a menor
porcentagem de protrusdo em sementes do hibri@0,43m heterose negativa
de 27%. Efeito reciproco significativo s foi ohgeto para a combinagéo
43/30.

Em relacdo as plantulas normais no teste de gegauvnapara as
sementes embebidas em solucdo de ABA, ndo houeeedias significativas
entre os genotipos, com resultados proximos a agayjor aos observados em
sementes embebidas em agua. Sodkiewicz e Sodkief@®23), também
observaram baixa porcentagem de plantulas norméss aplicacdo exdégena de
ABA em sementes de triticale. Segundo estes aubdrésfluéncia do ABA em
etapas posteriores a germinacdo. Em sementes efabebin agua, menor
porcentagem de plantulas normais foi observadahftosdos 43/40 e 57/30,
com heterose negativa de 15,5% e 19%, respectitamen



Tabela 14valores médios (%) de protrusdo, de plantulas nisredeterose observados aos 10 dias apds a semeadu
de sementes embebidas em agua e ABAvras — 2015

. Final protruséo Final normais
Genotipos H20 ABA Genétipos H20 ABA
(%) Heterose (%) Heterose (%) Heterose (%) Heterose

L30 98 Aa 82 Bd L30 98 Aa 0 Ba

L43 99 Aa 88 Bc L43 95 Aa 0 Ba

L57 98 Aa 97 Aa L57 94 Aa 2 Ba

L91 100 Aa 99 Aa L91 100 Aa 0 Ba

L64 99 Aa 93 Bb L64 91 Aa 0 Ba
H1(43/30) 82 Ab -165 63 Be  -22 H1 (43/30) 81 Ab  -155 0 Ba 0
H2 (30/43) 100 Aa 1.5 99 Aa 14 H2 (30/43) 99 Aa 2.5 2 Ba 2
H3 (30/57) 99 Aa 1 97 Aa 7.5 H3 (30/57) 99 Aa 3 2 Ba 1
H4 (57/30) 98 Aa 0 99 Aa 9.5 H4 (57/30) 77 Ab -19 10 Ba 9
H5 (43/91) 100 Aa 0.5 100 Aa 6.5 H5 (43/91) 99 Aa 15 1 Ba 1
H6 (91/43) 100 Aa 0.5 100 Aa 6.5 H6 (91/43) 100Aa 25 0 Ba 0
H7 (57/91) 100 Aa 1 99 Aa 1 H7 (57/91) 99 Aa 2 0 Ba -1
H8 (91/57) 100 Aa 1 98 Aa 0 H8 (91/57) 100 Aa 3 0 Ba -1
H9 (43/64) 100 Aa 1 95 Ba 4.5 H9 (43/64) 100 Aa 7 0 Ba 0
H10 (64/43) 98 Aa -1 98 Aa 7.5 H10 (64/43) 96 Aa 3 0 Ba 0
H11 (57/64) 99 Aa 05 96 Aa 1 H11 (57/64) 97 Aa 4.5 3 Ba 2
H12 (64/57) 97 Aa  -1.5 99 Aa 4 H12 (64/57) 96 Aa 3.5 0 Ba -1

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na lenmindscula na coluna, para cada teste, perteaoemesmo agrupamento
pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. =

20
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Em relacdo & expresséo de enzimas, de uma maeedlafgi observada
reducéo da expressdo da enzuramilase em sementes embebidas em solugéo
de ABA em relacdo as sementes embebidas em aggargFp»A). Também
foram observados menores valores de germinacad@r@nses embebidas com
solucdo de ABA (Tabelas 13 e 14). Para White ef24100), o ABA possui a
importante funcdo de inibir a viviparidade, ou sgagerminagéo precoce de
sementes ainda na planta-mae e induzir a exprafsagenes associados a
maturacdo, porém sua presenca inibe a expressfwiseas hidroliticas como a
a-amilase, reduzindo a disponibilidade de energiaapa embrido e,
consequentemente, inibindo o processo germinacao.

Entre as linhagens foi observada maior expressao-aailase em
sementes das linhagens 30 e 57 e entre os hisidosior expresséo foi
observada nos hibridos formados por estas linhad@s7 e 57/30). Em
sementes do hibrido 30/57 observou-se alta pogemtale plantulas normais,
tanto na primeira contagem como na contagem fp@ém nas sementes do
hibrido 57/30 foi verificada menor qualidade fisigica, podendo-se inferir que
outras enzimas estdo envolvidas no controle dadgua de sementes.

Foi observado efeito reciproco para a expressacatailase em todas
as combinacdes nas quais houve participacdo dagkmn 43 (43/30, 43/91 e
43/64), sendo que a maior expressao foi observadseenentes do hibrido que
possuem a linhagem de qualidade fisioldgica supeoimo parental feminino.

Em relacdo a expressdo da enzima MDH (Figura &EBhbém foi
observada reducdo na expressdo em sementes ersbebidaABA, em
consonancia com os resultados obtidos nos testEddficos. Porém, estes
resultados sdo contrarios aqueles obtidos por @aéteal. (2014) e Carvalho et
al. (2014), em sementes de pimenta habanero e regpectivamente, que
associaram a maior atividade desta enzima a cadiveom sementes de baixa

gualidade fisiol6gica de sementes e sementes eAgi@stavancados de
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deterioracdo. Para Brandao Junior, Carvalho e &igiP99), ndo foi possivel
observar correlacdo desta enzima com a qualidaiédfiica, concluindo que a
MDH é um marcador ineficiente na indicacéo da glaale fisiolégica.

Entre as linhagens, maior expressdo da MDH foirvhga em sementes
das linhagens 30 e 64 e entre os hibridos, maioresgdo foi observada em
sementes de hibridos formados por estas linhad&/4(e 64/43). Gomes et al.
(2000), ao estudar a expressdo desta enzima emnteamde diferentes
genotipos de milho, observaram que os padréesofelsiticos permaneceram
praticamente inalterados para hibridos e linhagemgsmo apés o
envelhecimento das sementes, ndo sendo um bonadiadipara o estudo da
heterose.
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H10 H11

Figura 5

1o
T 2o

A - Padrfes isoenzimaticosodamilase em sementes de milho de diferentes gasotgmbebidas em agua e em solucéo
de ABA; B - Padr8es isoenziméticos da MDH em seswde milho de diferentes gendtipos, embebidasgera é em
solucdo de ABA

30T
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Para a enzima ADH (Figura 6A), ndo foi possivelenbar consisténcia
nos resultados da expresséo em relacéo a embelaig&ementes em solucdo de
ABA, ja que para alguns genétipos a expressdo faiomem sementes
embebidas em agua e para outros a expressao fwi emisementes embebidas
em solucdo de ABA.

Maior expressao da ADH, entre as linhagens, foenlagla em sementes
da linhagem 64. Entre os hibridos, maior exprefsidobservada nas sementes
dos hibridos 43/64 e 64/43, nestes genotipos farbservadas isoformas que
nao foram expressas nas linhagens parentais. Naste a heterose pode ser
explicada pela interacéo alélica sobredominantgui® Ramalho et al. (2012),
guando ha sobredominancia o desempenho do hibitidpassa o limite dos
pais. Uma hip6tese que explica este fenbmeno é@dugiio de uma enzima
funcional pela combinacdo de subunidades produzidas pais que
isoladamente ndo seriam funcionais.

Nos hibridos 43/64 e 64/43 a heterose positiva éamfpi observada
para a porcentagem de plantulas normais aos geatos dez dias apés a
semeadura. Diversos autores associaram a altasefipralesta enzima com
sementes de alta qualidade fisiolégica (ABREU gt24114; CAIXETA et al.,
2014; CARVALHO et al., 2014).

A expressao da enzima PGl (Figura 6B), assim comcaso da ADH,
ndo apresentou consisténcia nos resultados, eméoela embebicdo das
sementes em solugcdo de ABA. Entre as linhagensprmaipressédo foi
observada em sementes das linhagens 64 e 57.ré@aosnhibridos, a maior
expressao foi observada em sementes dos gené8p@s d 64/43, também foi
possivel observar sobredominancia devido a presdacesoformas que néo
estavam presentes nas linhagens parentais. Seglomliker et al. (2008), a
maior defesa contra radicais livres pode estacimlada a performance superior
dos hibridos.
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Figura 6

A - Padrdes isoenzimaticos da ADH em séesetle milho de diferentes genétipos, embebidadgra e em solugdo de
ABA; B - Padrfes isoenziméticos da PGl em semed¢esnilho de diferentes gendtipos, embebidas em égem
solucéo de ABA
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A expressdo de LEA proteinas (Figura 7), ao captdas enzimas-
amilase e MDH, foi maior em sementes embebidasAB#, sendo observada
expressao principalmente de proteinas de pesdaB®d. Para alguns autores,
as LEA proteinas séo responsaveis pela manuteracéaxa de germinacdo em
condicOes de estresse (LIU et al., 2013; TODAKAlet2012). Para Fu et al.
(2011) as proteinas com peso entre 12 e 40 KDanatoao protetores durante
a germinacdo. Estes autores sugerem ainda que psiésinas estejam
relacionadas ao aparecimento da heterose durgeteninacao.

Entre as linhagens, alta expresséao de proteinasfoEdbservada em
sementes das linhagens 30 e 91, classificadas deratia qualidade fisiol6gica
de sementes. Ja entre os hibridos, alta expresisébsiervada em sementes dos
hibridos 30/57 e 57/30, os quais apresentarampalteentagem de protrusdo
radicular aos quatro e dez dias ap0s a semeadli@m.cérrelacdo entre a
expressdo de LEA proteinas e qualidade fisiolodieasementes também foi
observada por diversos autores (AMARA et al., 208DRADE et al., 2013;
FARIA et al.,, 2004; ROSA et al.,, 2005; SILVA-NETA al., 2015). Dessa
forma, a expressdo de LEA proteinas pode ser addizem programas de
melhoramento, auxiliando na selecdo de genotipperewes em relacdo a
qualidade de sementes de milho.



109

Figura 7 Zimograma de LEA proteinas extraidas dees¢es de milho de diferentes
gendtipos, embebidas em agua e em solucdo de ABA
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Em relacdo & quantificacdo de LEA proteinas por omeie
espectrofotometria (Figura 8), de uma maneira geraiores quantidades dessas
foram observadas em sementes embebidas em solacABAl em relacéo as
observadas em sementes embebidas em agua.

Entre as linhagens, maiores quantidades de LEAeima¢ foram
observadas em sementes das linhagens 30 e 91,meemtes embebidas em
ABA. O mesmo resultado foi observado na andlis€El& proteinas por meio
de eletroforese. A menor quantidade foi observadaementes da linhagem 43
embebidas em agua. Entre os hibridos, também $eireéda alta quantidade da
proteina em sementes do hibrido 30/57, embebidaokigédo de ABA.
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Figura 8 Proteinas LEA extraidas de sementes dhonde diferentes genétipos,
embebidas em agua e em solucéo de aba

Pelos resultados das andlises de transcritos,vabserque a expressao
dos genes Alpha amylase (LOC542522) e Alpha amyB&® foi inibida na
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presenca de solucdo de ABA 1mM (Figura 9). Segualii et al. (2007), a
inibicdo da biossintese deamilase por ABA ocorre na fase de transcricdo. Guo
e Ho (2008) ao estudar a influéncia do ABA na geatdio de diferentes cereais
também observaram a inibicdo da biossinteseatrilase a nivel transcricional.
Nas sementes embebidas em agua, para ambos osdganesnilase

estudados, foi possivel observar que a expresséai@ na linhagem de alta
gualidade (linhagem 30) em comparacdo a observadsementes da linhagem
de baixa qualidade (linhagem 43). Entre os hibridos observada maior
expressao em relacdo aos pais em sementes dooh8id3 que possui a
linhagem de alta qualidade como parental feminigies resultados estdo de
acordo com os observados nos testes fisioldgicos, quais também foi
observada heterose e efeito reciproco para egtedilsegundo Oliveira et al.
(2013), a expressao deamilase pode ser utilizada para assistir a seldedo
gendtipos em programas de melhoramento, possitntitaa eliminacdo de
gendtipos de menor qualidade nas fases iniciaisetkzdo em programas de

melhoramento.
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Perfil da expressdo quantitativa relatitas genes Alpha amylase
(LOC542522) e Alpha amylase B73 em sementes deordiis linhagens 30
e 43 e dos hibridos 43/30 e 30/43
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E importante ressaltar que a expresséo do geneAlptylase B73 em
sementes do hibrido 43/30 foi menor que a obsergadaementes da linhagem
30, quando as mesmas foram embebidas em agua.rdssikado esta em
consonancia com os observados nos testes utilizpdos a avaliacdo da
gualidade fisiolégica de sementes. Infere-se qualor de heterose negativo
também esteja associado a baixa qualidade fis@dddp sementes da linhagem
43.

Para os genes LEA D34 e LEA, maior expressdo feewtada nas
sementes embebidas em ABA 1 mM (Figura 10). Estesltados também
foram observados na andlise da expressao de LE#ipas por meio das
técnicas de eletroforese e espectrofotometria. Barat al. (2013), as LEA
proteinas atuam como protetores em condi¢des dssstpara manter a taxa de
germinacgéo nessas condi¢bes, 0 que pode justificgerminacdo de sementes
mesmo com a baixa expressdaemmilase.

Para o gene LEA maior expressao foi observada emarges do hibrido
30/43, também em consonancia com os resultadosrvales nos testes
fisiolégicos. Porém, para o gene LEA D-34, maiopressao foi observada em
sementes do hibrido 43/30. E importante ressaitarexistem diferentes genes
gue codificam para LEA proteinas e por meio dasités de eletroforese e
espectrofotometria é possivel avaliar ao mesmo demgxpressao de varios

genes, diferente do que ocorre na técnica de qRR.-PC
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Figura 10 Perfil da expressdo quantitativa relatigs genesLate embryogenesis
abundant proteinsD-34 (LEA D-34) e Late embryogenesis abundant
proteins(LEA) em sementes de milho das linhagens 30 e d@sehibridos
43/30 e 30/43
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Maior expressdo do gene SOD foi observada em semembebidas
em solucdo de ABA 1 mM, assim como para 0S gensgonsaveis pela
producdo de LEA proteinas. Segundo Liu et al. (RA1BA proteinas se ligam a
enzima SOD evitando modificacdes conformaciongsotegendo a atividade
dessas enzimas em situacao de estresse.

Maior expressdao do gene SOD, entre os gendtipogbiervada em
sementes do hibrido 30/43, evidenciando a preseecdeterose e efeito
reciproco para este genétipo (Figura 11). Hoeckeal.e(2008), ao estudar a
manifestacdo da heterose na expressdo génica zis naiimarias de milho,
observaram que dentre os varios genes analisadesponsavel pela producéo
da enzima SOD foi 0 que exibiu a maior express&ohflaridos em relacdo aos
pais. Segundo estes autores, a maior expressa@beeSconsequente maior
defesa contra espécies reativas de oxigénio estdamiente relacionada a
performance superior dos hibridos nos primeirosagisé logo apés a
germinacgédo. Paschold et al. (2010), também comcluéiue a expressao de SOD
contribui para a manifestacdo da heterose nas if@isess de desenvolvimento
de plantulas de milho.
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Figura 11Perfil da expressdo quantitativa relativa dos ges®® em sementes de
milho das linhagens 30 e 43 e dos hibridos 43/3W43

No entanto, segundo Meyer et al. (2012), a heterdgante a
germinacdo e nos primeiros estagios de desenvattardas plantas ndo pode
ser atribuida a apenas um ou poucos genes, mas Isieior expressao génica
global e maior atividade metabdlica nos hibridog dgvam a uma maior
eficiéncia no uso de recursos e resultam em mabsempenho. Além disso,
Paschold et al. (2010) observaram heterose aoagstugerfil protebmico de
raizes primarias de sementes de hibridos de mib@m o mesmo nao foi
observado ao estudar o perfil transcriptomico epoadente, ressaltando a
importancia dos processos pos-transcricionais, amodificacdo de proteinas,
que também podem estar relacionados com a heterose.

A presenca de efeito materno foi observada naeszfp dos genes
Alpha amylase (LOC542522), Alpha amylase B73 emesdas embebidas em

agua e dos genes LEA e SOD em sementes embebidaBA&rmara o hibrido
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30/43. Estes resultados estio de acordo os obseriad avaliages fenotipicas
nas quais o hibrido 30/43 também apresentou qdalifisiolégica superior ao

seu reciproco. Dessa forma, a expressdo desses mmiw auxiliar o melhorista

na escolha dos genitores a serem utilizados comenfaé feminino visando a

obtencéao de hibridos com alta qualidade fisiolodEeaementes.
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4 CONCLUSOES

O ABA reduz a atividade da-amilase e a qualidade fisiol6gica de
sementes de milho.

A expressdo de LEA proteinas e das enzimasilase e SOD esta
relacionada a qualidade fisioldgica de sementenilthe.

Ha heterose e efeito reciproco na expressdo denaszé proteinas
associadas a qualidade fisioldgica de sementesieopgrmite a escolha dos
genitores femininos ideais para os cruzamentos.
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