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RESUMO: Durante a germinagdo de sementes a
concentracdo salina é um fator determinante e que
influencia o estabelecimento e desenvolvimento
uniforme do estande em campo. Cultivares
tolerantes a altas concentracbes salinas nestas
fases sdo fundamentais nos programas de
melhoramento. Assim, objetivou-se verificar a
gualidade fisiolégica e padrdo da enzima alfa-
amilase em sementes de milho submetidas a
diferentes niveis de estresse salino. As solucdes
salinas foram preparadas utilizando-se como soluto
o NaCl em diferentes concentracdes. As sementes
de trés hibridos de milho foram postas para
germinar a 25°C. Realizou-se entdo, a primeira
contagem de germinacdo aos quatro dias e
contagem final do teste de germinacéo no oitavo dia
apos a semeadura. Também se avaliou a expressao
da enzima alfa-amilase. As sementes dos trés
hibridos apresentam menor porcentagem de
germinacdo em condicBes de maior concentracao
de salinidade. O hibrido H3 apresenta a maior
tolerancia a salinidade e o hibrido H1 € o mais
suscetivel durante a germinagdo. A expressdo da
enzima alfa-amilase varia com o aumento da
concentracao salina, para cada material genético.

Termos de indexagdo: qualidade fisiologica, alfa-
amilase, cloreto de sdédio.

INTRODUCAO

O Brasil ¢ hoje um pais estratégico pois, é o
terceiro maior produtor e 0 segundo maior
exportador mundial de grdos de milho. No entanto,
héa regides nas quais a falta de chuva, o aumento da
evapotranspiracéo, e solos que tenham deficiéncias

naturais de drenagem interna, impossibilitam a
lixiviagdo dos sais para horizontes mais profundos
do solo, levando ao aumento da concentracdo de
solutos nas camadas mais superficiais do solo
afetando a sua salinidade, que é responsavel por
grandes problemas na germinagéo de sementes.

Nas regifes aridas e semiaridas, onde o
potencial para exploracdo agricola é limitado em
razdo de seus regimes pluviais, o uso da irrigacédo
tem contribuido para o aumento da produtividade
agricola. Entretanto o uso inadequado da agua
salina tem feito com que haja excesso de sais no
solo, resultando na perda da capacidade produtiva
dos solos. A concentracdo de sais sollUveis ou
salinidade é um fator limitante ao desenvolvimento
de algumas culturas (Bernardo, 1996).

Dessa forma, objetivou-se verificar o efeito de
diferentes concentragbes salinas na qualidade
fisiolégica e padrdo de expressdo da enzima alfa-
amilase em sementes hibridas de milho.

MATERIAL E METODOS

Materiais e Teor de 4gua

Foram utilizadas sementes de trés hibridos de
milho (H1, H2, H3), produzidas na safra de 2013, na
mesma area, sob 0 mesmo sistema de irrigacdo e
com 0 mesmo genitor masculino.

O teor de agua das sementes foi determinado
pelo método de estufa a 105°C por 24 horas
utilizando-se duas repeticbes de 50 sementes de
cada tratamento. Os resultados dos pesos secos
das sementes foram expressos em porcentagem.

Teste de germinacdo sob condi¢cdes de estresse
salino e primeira contagem de germinacéo
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Realizou-se o teste de germinacdo com quatro
repeticdbes de 50 sementes por tratamento, tendo
como substrato papel germitest, na forma de rolo,
umedecido com as solucdes descritas na tabela 1,
na proporgdo de 2,5 vezes seu peso. Os rolos com
mesmo tratamento foram mantidos a 25°C.

Foram contabilizadas as plantulas normais ao
guarto dia apés a semeadura, com o objetivo de se
avaliar o vigor das sementes hibridas utilizadas. As
sementes que ndo germinaram foram mantidas para
serem avaliadas na contagem final do teste de
germinacdo aos oito dias apds a semeadura. O
resultado foi expresso em porcentagem de plantulas
normais aos quatro dias.

Tabela 1 -  Concentracgbes, quantidade,
condutividade e potencial osmoético das solucdes
utiizadas nas sementes hibridas de milho
submetidas ao estresse salino.

Concentracao Quantidade Condutividade Potencial
de NaCl de NaCl (g/L) Elétrica osmotico
(mol.m™) (uS cm™g™) (Mpa)
0 0 0,08 0

25 1,46 0,42 -0,2
50 2,93 2,41 -0,4
75 4,39 5,04 -0,6
100 5,85 9,53 -0,8

Atividade da enzima alfa-amilase

Foram separadas duas amostras de 10
sementes referentes a cada tratamento juntamente
com as sementes utilizadas para o teste de vigor e
germinacdo sob condicbes de estresse salino.
Essas sementes foram retiradas ao terceiro dia
apoés a semeadura. O endosperma foi retirado,
macerado e armazenado a temperatura de -86°C.

Para a extracdo da enzima foi adicionado o
tampao de extracdo (Tris HCI 0,2 M pH 8 + 0,1% de
B-mercaptoetanol) na propor¢cdo de 250mL por
100mg de p6 das sementes. O material foi
homogeneizado, mantido em geladeira durante a
noite, centrifugado a 14000 rpm por 30min a 4°C.
Foram aplicados 60 pL do sobrenadante no gel.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema
de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador +
1% de amido soluvel) e 4,5% (gel concentrador). A
corrida foi efetuada a 150 V por 5h. No final da
corrida, os géis foram revelados para a enzima alfa-
amilase (a-AMI) conforme Alfenas et al. (2006).0
sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH

8,9. A avaliacdo dos géis foi realizada sobre
transluminador.

Procedimentos estatisticos

O delineamento experimental utilizado foi o DIC,
esquema fatorial (3X5), sendo trés hibridos de milho
(H1, H2, H3) e cinco diferentes niveis de salinidade
(0, 25, 50, 75, 100 mols.m™). Os dados previamente
submetidos aos testes de normalidade dos residuos
e homocedasticidade das variancias, foram
submetidos a analise de varidncia e as medias
comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade (SISVAR®) (Ferreira, 2000). A
avaliagdo dos padrBes enzimaticos foi feita de
acordo com a intensidade das bandas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada diferengas significativas entre as
sementes hibridas de milho e entre as
concentracdes salinas, assim como para a interagéo
dos fatores avaliados (p <0,05). O teor de agua
médio das sementes no momento dos testes foi de
12,3% com variagdo maxima de 1%.

Primeira contagem de germinacgéo

O hibrido H1 apresentou uma reducéo constante
da germinacéo na primera contagem em funcdo do
aumento da concentracdo de NaCl e mantendo um
padrdo de queda no vigor até a concentracéo de 50
mol.m® e observa-se uma queda brusca na
guantidade de plantulas germinadas aos 4 dias nas
concentracdes de 75 e 100mol.m™. No hibrido H2
observou-se uma queda maior quando submetida a
concentracdo de 25 molm® em relagdo a
concentracdo de 0 mol.m™, entretando ndo houve
mudanca significativa quando submetidas a 25
mol.m™ em relacdo a 50 mol.m™ voltando a ter uma
gueda no vigor quando submetido a concentracéo
de 75 mol.m™ e continuou caindo na concentracdo
de 100 mol.m™. A semente hibrida H3 teve uma
gueda continua diretamente proporcional ao
aumento da concentracao salina, diferindo entre si a
cada concentracao na qual foi submetida.

Analizando cada concentracdo salina em funcao
dos diferentes hibridos de milho observou-se que a
concentracdo de O mol.m® nao teve diferenca
significativa entre os trés hibridos (Tabela 2).
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Nas concentracbes de 25 e 50 mol.m™® os
hibridos H2 e H3 tiveram maior porcentagem de
plantulas normais na primeira contagem. Na
concentracdo de 75 mol.m™ todos os hibridos foram
diferentes significativamente entre si. O hibrido H2
obteve um melhor desempenho, seguido do H3 e
por ultimo o H1. O hibrido H2 obteve maior
porcentagem de plantulas normais na primeira
contagem na concentracdo de 100 mol.m™
enquanto os hibridos H3 e H1 n&o diferenciaram
entre si.

Tabela 2 - Porcentagem de plantulas normais na
primeira contagem do teste de germinacdo de
trés hibridos de milho, submetidas a 5 niveis de
concentracdo salina.

CV (%) 9,6

Concentracéo Hibridos

(mol.m™®) H1 H2 H3
0 65aA 70aA 71aA
25 47bB 57aB 55aB
50 28hC 44aB 39aC
75 9cD 31aC 22bD
100 6bD 19aD 6bE
CV(%) 16,4

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na linha, e
mailscula na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Germinacgéo sob condi¢Oes de estresse salino
Nas concentracdes de 0 e 25 mol.m™ nao houve
diferenca  significativa na  porcentagem de
germinacéo entre H1, H2 e H3. Nas concentracfes
50 mol.m™ de NaCl podemos observar que H2 e H3
tiveram uma maior porcentagem de germinacao que
H1, e por consequéncia uma maior tolerancia a
salinidade. Na concentracdo de 75 mol.m™ todos os
hibridos diferiram significativamente entre si, sendo
0 maior desempenho o do hibrido H2 seguido do H3
e por ultimo do H1. Na concentracéo de 100 mol.m™
a semente hibrida H3 teve uma porcentagem de
germinacédo maior do que H1 e H2 (Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem de germinacdo de trés
sementes hibridas de milho, submetidas a cinco
niveis de concentracdo salina.

Concentragdo Hibridos

(mol.m*) HL H2 H3
0 98aA 100aA 96aA
25 94aA 96aA 92aA
50 80bB 85aB 86aA
75 52cC 80aB 76bB

100 42cD 64bC 72aB

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na linha, e
maiulscula na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Observou-se que existe variacdo com relacdo a
sensibilidade das sementes hibridas em funcao do
aumento da salinidade, sendo H2 e H3 sempre
melhores que H1, e H2 e H3 diferindo entre si em
concentracdes acima de 50 mol.m™. H3 é sensivel
na concentracdo de 75 mol.m™ e mais tolerante na
concentracdo de 100 mol.m? guando comparada a
H2. Tanto H2 quanto H3 podem ser utilizados na
producédo de sementes de milho até a concentracéo
de 50 mol.m™, uma vez que sao capazes de atingir
a porcentagem minima de germinacdo (85%)
exigida pelo MAPA.

Em estudos de tolerancia de cultivares de milho,
Carpici et al. (2009) relataram variagdo das
respostas de diferentes cultivares de milho em
relagdo a presenca de NaCl, com decréscimo da
germinacdo em fungéo do incremento de NaCl. Uma
das explicacbes mais aceitas para inibicdo do
crescimento da plantula pelo sal é o desvio de
energia do crescimento para a manutengao, isto é, a
reducdo na matéria seca pode refletir o custo
metabdlico de energia, associado a adaptagdo a
salinidade e reducdo no ganho de carbono
(Richardson & McCree, 1985).

Padrdo da enzima alfa-amilase

Os padrbes isoenzimaticos da alfa-amilase em
sementes hibridas de milho submetidas a diferentes
concentracbes de  estresse salino  estdo
representados na figura 1.

yFYs e

A d 'v'v

0 25 50 75 100 250505100
H1 H2

Figura 1. Padrdo de expressdo da enzima alfa-
amilase em funcdo das trés sementes hibridas
de milho, sob cinco niveis de estresse salino.

Para o nivel controle (0 mol.m's), observa-se

baixa exeresséo da enzima alfa-amilase para_os
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hibridos H1 e H3. O mesmo ndo se observa para o
hibrido H2, onde had a menor expressdo da alfa-
amilase no tratamento a 25 mol.m™ de NaCl.

Para padronizar todas as amostras, as sementes
foram coletadas apds trés dias de embebigdo em
todos os tratamentos. Uma vez que a variacdo na
retirada das amostras pode mascarar os resultados
obtidos.

Oliveira et al (2013) trabalhando com expressao
da enzima alfa-amilase em sementes de milho
ressaltam que além dos genes das amilases, véarios
outros genes podem estar envolvidos no controle do
carater qualidade de sementes. Tal afirmacéo
justifica a baixa atividade dessa enzima em
sementes dos hibridos considerados de alta
gualidade fisiolégica, a exemplo do que se observa
para o hibrido H3. No entanto, quando observa-se
para a analise de vigor, pelo teste de primeira
contagem de germinagdo, o hibrido H2 obteve
valores superiores e quando se compara com a
atividade da enzima alfa-amilase, este hibrido
também apresenta maiores expressfes para todos
os tratamentos avaliados.

Segundo Xie et al (2007) é por meio da
embebicdo que as enzimas responsaveis pela
degradacdo do amido em sementes de milho séo
“sintetizadas de novo”, através da ativagdo pela
giberelina liberada na camada de aleurona, a qual é
sintetizada no momento da embebicdo dessas
sementes.

Abreu et al (2014) afirmam que com a restricdo
de &gua na semente de miho tem-se o
retardamento do processo de embebicdo, devido a
uma menor disponibilidade de agua. Sendo assim
tem-se maior acumulo da enzima alfa-amilase
guando se tem o0 aumento desta restricdo. Sendo
assim tem-se entdo maior acumulo da enzima alfa-
amilase quando se tem o aumento deste restricdo.
Fato este observado no presente trabalho para os
trés hibridos em diferentes niveis de salinidade, que
também gera uma restricdo de agua, uma vez que
se trata de materiais genéticos diferentes e que tem
respostas a ativacdo desta enzima diferenciados.

Ressalta-se ainda que a alfa-amilase é uma
enzima importante na hidrélise do amido, sendo
responsavel por 90% da atividade amilolitica em
sementes de milho. As alfa-amilases constituem
uma familia de endoamilases que catalisam a
hidrolise de ligacdes glicosidicas -1,4 do amido,

glicogénio e outros carboidratos (Franco et al.,
2002). Essa enzima juntamente com a enzima beta
amilase estdo altamente relacionadas a qualidade
de sementes. Por isso, o estudo da expressao
dessas enzimas é importante para o conhecimento
do comportamento genético, podendo assim auxiliar
em programas de melhoramento genético de milho,
voltado para qualidade de sementes (Oliveira et al,
2013).

CONCLUSOES

As sementes dos trés hibridos testados
apresentam menor porcentagem de germinacao
guando colocadas em condicbes de maior
concentracdo de salinidade.

O hibrido H3 é o que apresenta maior tolerancia
a salinidade e o hibrido H1 é o mais suscetivel
durante o processo germinativo.

A expressédo da enzima alfa-amilase varia com o
aumento da concentragdo salina, para cada material
genético testado.
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