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TABELA 211. indices de vigor de sementes de milho, de cultivares (c) de ciclos normal (N), precoce (P) e superprecoce (SP), associados com crescimento
de planta e rendimento de graos. (Média de quatro repetigdes). CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1994.

Trat. vl Vigor do lote Densidade de cultivo Matéria seca da planta (méx.) Rendimento de graos
(1.000 plantas/ha) DAS? g/m?2 (kg/ha)
N.1 9,0a3 Alto 33 133 1111 5528 ef
55 133 1.654 6.927 cde
77 147 1.844 9353 b
P.1 0,5b Baixo 33 133 1.234 5.837 def
55 133 1.648 7.760 c
77 133 2.159 11.190 a
SP.1 10,0a Alto 33 119 776 3.653 g
55 119 1.151 5230. f
77 147 1.423 7.029 cd

1 O Indice de Vigor (IV) foi determinado para cada lote de sementes, conforme mostrado em estudo prévio.

2DAS - Dias ap6s a semeadura

3 Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

CARACTERIZACAO E ESTUDOS GENETICOS EM
MILHO ATRAVES DE ELETROFORESE DE
PROTEINAS

Técnicas eletroforéticas baseiam-se na separagdo de
moléculas por sua carga elétrica, tamanho e forma, através
da migragdo em um meio suporte e tampdes adequados, sob
a influéncia de um campo elétrico. Dentre as mais
utilizadas esta a SDS-PAGE, onde o sddio dodecil sulfato,
um detergente anidnico, liga-se as regides hidrofébicas de
proteinas, para separagdo em suas unidades componentes
(polipeptideos), ¢ faz com que as proteinas percam seu
efeito de carga especifica, separando-se, devido as suas
diferengas de pesos moleculares. Eletroforese em gel de
poliacrilamida requer pequena quantidade de amostra,
permite andlise simultidnea de diversas amostras e confere
rapida separagdo com alta resolugdo de bandas, tornando
possivel ~a  avaliagdo em  nivel  qualitativo
(auséncia/presenca) e  quantitativo (diferenca de
concentragdo) dos polipeptideos existentes em uma
amostra.

Entre as vantagens da eletroforese, esta o fato de que a
variagdo no padrio de bandas pode ser diretamente
associada com a variacdo dos genes que codificam as
proteinas variantes, induzidas por condigdes ambientais
(estresse salino, respostas a patdgenos, choque térmico
etc.).

As variagOes genéticas para sistemas regulatorios, os
quais controlam quantidades de proteinas, parecem ser
maiores que as variagdes em genes estruturais. Assim,
avaliagbes de perfis eletroforéticos de proteinas
desnaturadas sdo utilizadas para caracterizacdo de
cultivares, principalmente eletroforese de proteinas de
sementes.

Os objetivos deste estudo foram caracterizar, através
de eletroforese de proteinas de sementes (SDS-PAGE),
cultivares de milho de diferentes ciclos (normal, precoce €
superprecoce) € avaliar possiveis correlagdes entre padrdes
de proteinas e diferentes qualidades fisiologicas de
sementes de milho, determinadas por técnicas laboratoriais
usadas em tecnologia de sementes.

Neste estudo, foram utilizadas trés cultivares
comerciais de milho, representativas de diferentes ciclos de
cultivo, quais sejam; cl- normal; c2- precoce; c3-
superprecoce.

Utilizou-se 0 método de envelhecimento artificial
(96h, 42°c, 100% UR, B.0.D.), descrito por Delouche
(1965) e Delouche & Baskin (1973), para a obtengdo de
sementes das cultivares com qualidade fisioldgica
presumivelmente baixa.

Para os testes laboratoriais usualmente utilizados em
tecnologia de sementes, os tratamentos foram: trés
cultivares (cl, c¢2, ¢3), em dois niveis de qualidade
fisioldgica (alta e baixa). Utilizaram-se quatro repetigdes.
Os testes de germinagdo e vigor das sementes foram
realizados conforme Brasil (1976) e compreenderam:
germinagdo padrdo, frio com solo, envelhecimento
artificial, condutividade elétrica, lixiviagdo de ions, estresse
com agente osmoético (PEG 6000: -2 e -4 barias) e
velocidade de emergéncia no campo.

Os extratos protéicos, necessarios para as separagdes
eletroforéticas de proteinas, foram obtidos de 25 sementes
por tratamento, utilizando-se um extrator Tris/HCI 1 N 100
mM, pH 8,0 e 2-Mercaptoetanol 0,5%. A eletroforese foi
realizada conforme protocolo descrito por Laemmli (1970)
em gel de acrilamida a 12,5%, sendo aplicados 10 ul por
amostra ¢ 20 ul do padrio Pharmacia. A andlise
quantitativa dos perfis eletroforéticos foi feita em
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densitometro Hoefer Scientific Instruments GS 300, San
Francisco, com auxilio computacional.

Os resultados obtidos através da andlise de proteinas
apresentam consisténcia com os resultados de germinagdo e
vigor. Varidvel polimorfismo foi obtido ao se proceder a
analise de proteinas desnaturadas totais. Como se observa
na Figura 52 - foto em gel de poliacrilamida 12,5%, a
distribui¢do de bandas para cada cultivar apresenta
distingdo. Dentro de cultivar, as distingdes sdo
relativamente pequenas, devido possivelmente ao pouco (ou
quase nulo) efeito do método de envelhecimento artificial
utilizado para reduzir a qualidade fisiologica das sementes,
conforme observado pelos resultados laboratoriais de
germinagdo e vigor aplicados nos tratamentos programados
(Tabela 212).

FIGURA 52. SDS PAGE gel de proteinas soliveis extraidas de sementes
de cultivares de milho de diferentes ciclos (c1-normal; c-2
precoce, c¢-3 superprecoce) e de qualidade fisiologica
presumivelmente diferente (a-alta; b-baixa; b'- baixa baixa);
10 ul amostra por canaleta, corado com Coomassie Brilliant

Blue.
canaleta 0 padrdo Pharmacia

cultivar  ciclo qualidade fisiol6gica
canaleta 1 cl normal alte
canaleta2 cl normal baixa (presumivel)
canaleta3 c2 precoce alta
canaleta4 c2 precoce baixa
canaleta 5 c2 precoce baixa (presumivel)
canaleta6 ¢c3 superprecoce alta
canaleta7 3 superprecoce baixa (presumivel)

TABELA 212. Caracterizagio quanto a qualidade fisiologica (germinagdo e vigor) de sementes de milho de cultivares de diferentes ciclos (c1-normal; ¢2-
precoce; c3-superprecoce). Média de 4 repetigdes. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1994.

Testes! cl? c2 c3

a b' b b' a b
U(%) 11,5 12,2 13,1 13,6 12,0 12,9
GP (%) 94 93 92 52 38 97 95
FS (%) 89 97 26 20 100 97
EAt (%) 88 88 53 21 88 89
PEG (%), -2bar 58 49 4 3 53 50
PEG (%), -4bar 13 14 7 1 15 18
VEC 38,60 37,33 24,66 21,23 38,61 38,0
% E (21DAS) 99,5 97,5 68,50 62,50 98,00 97,5
CE (umhos/g) 12,10 9,99 27,63 16,70 10,72 9,77
LK (ugk/g) 209,0 200,3 802,6 587,5 254,8 230,9

! umidade da semente; GP - germinagio padrio; FS - frio com solo, EAt - envelhecimento artificial (técnica); PEG - polietileno glicol; VEC -

velocidade de emergéncia no campo;, %E(21DAS) - porcentagem de emergéncia 21 apés a semeadura;

LK - lixiviagdo K

CE - condutividade elétrica (24h);

2 Sementes de cultivares de milho de qualidade fisiolégica presumivelmente diferente (a-alta, b-baixa, b'-baixa baixa)

Utilizando-se a densitometria para caracterizar as
bandas selecionadas dentre aquelas mais variaveis,
obtiveram-se os dados apresentados na Tabela 213. Trata-se
graficamente dos valores quantitativos, resultado da
integracdo das areas de picos correspondentes ds bandas.
Esses valores, expressos em milimetros quadrados, sdo
conseqiiéncia da quantidade de proteinas presentes em cada
banda, as quais apresentam movimento relativo (Rf) ao
migrar ao longo do gel. Ficam evidentes, portanto, as
diferencas devido a presenga ou auséncia de bandas, bem
como diferengas quantitativas entre bandas do mesmo Rf.

Na Tabela 214, sdo apresentados os valores (KDa)
correspondentes a pesos moleculares das bandas
polimérficas, permitindo observar diferengas quantitativas
para as bandas presentes, entre cultivares.

Os resultados, mesmo que preliminares, mostram
potencial para os métodos utilizados nesse estudo, para
discriminagfo de gendtipos de milho. Sugere-se, entretanto,
a continuidade dessa linha de pesquisa incorporando:

a) utilizagdo de linhagens de milho com caracteristicas
marcantes em relagdo a ciclos de cultivo;



b) emprego de genétipos de milho com diferentes
qualidades fisiologicas (alta e baixa germinagdo e vigor),
previamente determinadas por testes laboratoriais de
tecnologia de sementes;

c) andlise de zimogramas, além de proteinas totais;

d) andlise de fragmentos de DNA marcados com
sondas moleculares (DNA-Fingerprinting) adequadas,
capazes de identificar ampla variagdo polimérfica.

Essas técnicas devem amplificar a resposta analitica e
demonstram ser vidveis na identificagdo de linhagens da
mesma espécie. Métodos complementares as técnicas, que
apenas permitem identificar cultivares de ciclos diferentes,
abrem a possibilidade de se distinguirem variagGes
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genotipicas e fenotipicas relevantes para o programa de
desenvolvimento de cultivares de milho.

Com a identificagdo de cultivares de diferentes ciclos,
ficam comprovadas suas diferengas, como demonstrado
pela andlise de proteinas desnaturadas totais. Diferencas
entre tratamentos, dentro de cultivar, foram pequenas,
provavelmente pela ineficiéncia do método de
envelhecimento artificial em promover decréscimo na
qualidade fisiolégica das sementes.-Frederico Ozanan
Machado Durdes, Edilson Paiva, Paulo César Magalhdes,
Maria Teresa Vieira Carvalho.

TABELA 213. Valores (mm2) correspondentes 2 integragdo das dreas e picos das bandas polimérficas obtidas por eletroforese de proteinas totais
desnaturadas (SDS-PAGE, 12,5%) de sementes de cultivares de milho de diferentes ciclos (c1-normal; c2-precoce; c3-superprecoce) e de
qualidade fisiol6gica diferente (a-alta; b-baixa; b - presumivelmente baixa apés a aplicagdo do método de envelhecimento artificial, segundo

Delouche, 1965). CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1994.

Banda cl c2 c3 Padr3o Pharmacia
a b' a b b' a b' (marcador)
01 2.437 2.692 2.665 2.616 2.860 2.794 1.567 1.668
02 752 641 590 418 498 1.054 1.551 2.964
03 190 119 107 85 266 242 370 1.721
04 1.129 992 972 868 1.080 1.596 1.387 1.433
05 484 542 665 3.724 4.930 4.645 5.141 5.263
06 850 1.026 3.506 1.047 2.103 2.579 2.397 -
07 1.195 1.399 1.050 1.858 4.297 3.767 3.985 -
08 1.405 2.291 1.253 5.809 1.133 865 1.103 -
09 1753 2.029 980 1.361 4.477 4.687 4.179 -
10 3.756 5.118 4.947 1914 2.159 1.946 2.962 -
11 2.454 2.704 1.431 2.759 4.032 4.833 5.071 -
12 1.166. 1.383 4.835 2.219 1.751 2.090 3.099 -
13 3.029 1.711 1.953 1:712 5.330 605 3.092 -
14 3.946 4.207 4331 2.536 2.167 2.474 4.459 -
15 2.079 5:177 1.616 1.643 760 3.459 1.026 -
16 3.184 3.503 5:132 5.541 1624 578 858 -
17 2.380 4.133 1.910 2.268 6.405 568 6.661 -
18 591 3.682 715 963 823 6.244 1.780 -
19 456 957 1.392 2.378 393 371 550 -
20 3.080 1.321 5.014 4.278 540 252 695 -
21 2.151 4.607 2.059 2.448 5 853 1.303 -
22 599 2.830 178 528 2.688 3.205 1.074 -
23 487 692 449 3314 1.669 4.817 4.561 -
24 893 461 2.262 6.236 6.455 6.980 2.793 -
25 1.711 1.223 4.680 4912 5.882 7.179 6.994 -
26 4.708 6.508 4.683 5.493 4.686 - 10.807 -
27 7.450 9.448 4.477 - - - - -
28 7.411 6.958 - - - - - -
29 - - - - - - - -

30 . ; : s
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TABELA 214. Valores (KDa) correspondentes a pesos moleculares das bandas polimoérficas obtidas por eletroforese de proteinas totais desnaturadas
(SDS-PAGE, 12,5%) de sementes de cultivares de milho de diferentes ciclos (c1-normal; c2-precoce; c3-superprecoce) e de qualidade
fisiologica diferente (a-alta; b-baixa; b - presumivelmente baixa apds a aplicagio do método de envelhecimento artificial, segundo

Delouche, 1965). CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1994.

Banda  RF! cl c2 c3 Padrio Pharmacia
a b' a b b' a b'

01 0,180 67,0
02 0,294 43,0
03 0,468 30,0
04 0,673 20,1
05 0,835 14,4
06 69,0 68,8 69,6 69,4 69,2 69,8 74,0

07 66,5 66,2 66,9 66,7 66,9 67,3 67,2

08 63,3 63,0 64,1 63,7 64,1 64,6 64,2

09 60,1 59,8 60,8 60,7 60,8 60,9 60,7

10 58,7 57,8 58,4 56,6 56,3 56,3 559

11 56,4 55,7 56,5 544 51,8 51,4 51,9

12 55,1 54,3 54,4 52,5 48,4 49,0 48,7

13 53.5 52.9 52,1 48,8 45,4 46,2 46,0

14 51,8 51,6 51,2 46,1 41,4 422 41,9

15 48,1 48,0 48,4 42,6 37,6 38,0 379

16 45,1 453 45,8 41,7 353 35,7 35,2

17 413 43,1 41,7 38,2 33,0 33,2 33,0

18 37,5 41,4 38,0 36,2 29,2 32,3 29.5

19 35,0 377 36,0 353 21,7 29,6 28,0

20 32,6 35,1 335 33,2 253 28,2 25,6

2 29,4 333 29.7 29,8 231 26,0 252

22 27.7 29,5 28,3 28,3 222 25,0 22.6

23 25,5 27.9 25,8 25,7 19,9 22,7 213

24 23,4 25,8 23,6 23,8 18,9 18,9 19,1

25 22,2 233 22,7 22,7 18,5 17,8 17,9

26 20,6 22,4 20,8 20,6 17,6 17,0 16,9

27 18,7 21,0 19,0 19,0 16,0 15,4 16,4

28 17,4 19,0 18,0 15,9 15,4 14,8 15,4

29 16,6 17,8 15,8 14,8 15,7 13,6 14,8

30 15,6 16,8 15,0 13.5 13,2 11,6 13,5

1 Rf: movimento relativo de proteinas que migram no gel.

FATORES ECOFISIOLOGICOS QUE AFETAM
O RENDIMENTO DE MILHO

Os fatores que envolvem o rendimento de graos podem
ser sumarizados na seguinte expressdo: RG/A = AF/A x
NG/AF x PG; onde, RG- rendimento de grios; A- area do
terreno; AF- drea foliar; NG- namero de grios; PG- peso de
grdos (quantidade de fotossin:atos armazenados nos graos);
AF/A = TAF (indice de area foliar - mede a eficiéncia da
interceptacdo de luz); NG/AF € o tamanho do dreno.

A expressio NG/AF x PG € a eficiéncia de
rendimento, que € uma fungdo da eficiéncia fotossintética
na producdo de grios, se toda a matéria seca produzida
apds antese € translocada para o grio em crescimento
(enchimento de grdos), ou ¢ uma funcio da eficiéncia de
translocagdo.

Neste estudo, avaliou-se a relacdo entre fonte de
assimilados (folhas) e grao-dreno, buscando-se fatores que
limitam o rendimento de grdos em plantas de milho.
Procurou-se determinar, entre as cultivares de milho
utilizadas, se fonte (superficie foliar) ou tamanho do dreno
(grdo) limitam o rendimento; se ha ou ndo competicOes
entre as partes vegetativa e reprodutiva das plantas; se esta

¢ a causa principal que limitou a capacidade de dreno das
cultivares. Compararam-se ainda as respostas fisiologicas e
a eficiéncia das cultivares quanto a duracdo do crescimento
¢ rendimento, nas fases vegetativa e reprodutiva.

Foram utilizadas trés cultivares comerciais de milho,
representativas de diferentes ciclos de cultivo, quais sejam:
cl- normal; c2- precoce; c3- superprecoce, cultivadas em
trés densidades de populagdo de plantas (d1- 33 mil, d2- 55
mil e d3- 77 mil plantas/ha), totalizando nove tratamentos
(cldl1, cl1d2, c1d3, c2d1, c2d2, c2d3, c3d1, c3d2, c3d3). O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados,
com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos
por um fatorial 32, formado pelos fatores cultivar e
densidade, cada um com trés niveis (cultivar: cl, ¢2, c3;
densidade: d1, d2, d3). Os resultados referentes a eficiéncia
das cultivares quanto a duragdo do crescimento e
rendimento nas fases vegetativa e reprodutiva sd0
apresentados nas Tabelas 215 e 216.

Os rendimentos de grios e seus componentes variaram
entre as cultivares avaliadas e entre as densidades, por
cultivar (Tabela 217). Os rendimentos de grdos foram
significgtivamente maiores nas maiores densidades de



