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Resumo: As sementes sdo estruturas bioldgicas complexas que resultam da luta pela sobrevivéncia das plantas,
constituindo o insumo agricola mais importante. A germinagdo é um dos primeiros eventos que ocorrem na ocupacgéo de
um novo habitat, pertinente a distribuicdo no tempo/espago em diferentes taxas. E uma das maneiras de entender esse
processo com maior riqueza de detalhes, é por meio de estudos de regressdes em fungéo do tempo, para tal podemos
aplicar regressfes nao lineares. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o ajustamento de h equag¢fes néo
lineares para testar as seguintes hipéteses de forma geral, buscando determinar o lote de maior qualidade fisiolégica:
(a) HO: as h equacgBes sdo idénticas, ou seja, podemos usar uma equagdo comum como estimativa das h equacdes
envolvidas; e (b) HO: um determinado nimero de paradmetros é igual nos h grupos. Os dados de germinacdo foram
obtidos de dois lotes de milho que foram modelados pela funcédo de Hill de quatro parametros. A hipétese de melhor
ajuste (raiz quadrada da estimativa de maxima verossimilhan¢a da variancia residual) foi escolhida para representar a
germinacgdo dos lotes de milho. Conclui-se que o uso de regressdes ndo lineares por meio do teste de igualdade de
parametros e identidade de modelos pode ser utilizado na comparacgdo de germinacéo de diferentes lotes de sementes.
Palavras-chave: Germinacao, Potencial fisioldgico, Regresséo nédo linear, Verossimilhanca.

Abstract: The seeds are complex biological structures that result from the struggle for the survival of the plants,
constituting the most important agricultural input. Germination is one of the first events that occurs in the occupation of a
new habitat, pertinent to the distribution in time/space at different rates. And one of the ways to understand this process
with greater detail, is through regression studies as a function of time, for this we can apply non-linear regressions. Thus,
the objective of this work was to verify the adjustment of h nonlinear equations to test the following hypotheses in form
general, seeking to determine the lot of higher physiological quality: (a) HO: the h equations are identical, that is, we can
use a common equation as an estimate of the equations h involved; and (b) HO: a given number of parameters is equal
in the h groups. Germination data were obtained from two corn lots that were modeled by the four parameter Hill
function. The best fit hypothesis (square root of the maximum likelihood estimate of the residual variance) was chosen to
represent the germination of the corn lots. It is concluded that the use of non-linear regressions through the test of
equality of parameters and identity of models can be used in the comparison of germination of different seed lots.

Key words: Germination, Physiological potential, Nonlinear regression, Likelihood.

Introducéo multiplicacdo de plantas (sementes) e, para
As sementes constituem o0 meio mais comercializacdo (grdos), sendo assim, considerado
sofisticado de propagac¢éo resultante da evolugdo o0 insumo mais importante na agricultura (Marcos
das plantas, sendo utilizada como alimento humano Filho, 2015).
e animal, além de material indispensavel para A utilizac&do de sementes que possuam elevada
propagacao das culturas. Estas representam a base qualidade fisiolégica/vigor é capaz de determinar o
para 0 sucesso na producdo agricola, sendo de rapido potencial de germinagdo e desenvolvimento
fundamental importancia a utilizacdo de sementes uniforme das plantulas sob as condigGes adversas
de qualidade superior (Nerling et al., 2018). As do campo (Ventura et al., 2012; Raijou et al., 2012).
sementes em culturas de expressdo econdmica, As variacdes ambientais pertinentes durante a fase
como o milho (Zea mays L.), possuem dupla fungdo, de formacdo e colheita das sementes podem
a qual pode ser utilizada como material para evidenciar alteracdes na composi¢cdo quimica, que
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depende de diversos fatores, como da variedade,
fisiologia, nutricdo e florescimento (Marcos Filho,
2015; Nerling et al., 2018)

A fisiologia e tecnologia de sementes tém
contribuido com descobertas cientificas importantes
fornecendo varios tratamentos de sementes e
condigBes 6timas de armazenamento, que s&o
ferramentas valiosas para a producdo de sementes
de alta qualidade. Nesse sentido, um instrumento
muito importante para avaliar o desempenho de um
lote de semente € a quantificacdo da germinacao
acumulada no tempo (Joosen et al., 2010).

Andlise de dados cumulativos de germinacao
pode ser feita de varias maneiras. Uma das
possibilidades ¢é pela analise de regresséo
empregando modelos nédo lineares, sendo uma das
principais vantagens desse método o agrupamento
de varias informacdes de germinacdo associadas ao
tempo, em poucos parametros biologicamente
interpretaveis. Dessa forma, os modelos né&o
lineares podem ser utilizados para descrever o
processo de germinagcdo ao longo do tempo,
possibilitando avaliar fatores genéticos e ambientais
ou algum tratamento no qual as sementes possam
ser submetidas que influenciam a forma da curva de

germinacao.

A funcdo ndo linear de Hill com quatro
parametros, ¢é frequentemente utilizada por
pesquisadores, para se obter importantes

parametros de avaliacdo da qualidade fisiolégica de
sementes. O principal deles é aquele que indica
tempo necessério para 50% das sementes vidveis
germinarem (T50) (Joosen et al., 2010; Onwimol et
al., 2016).

No entanto, um dos principais problemas € a
comparacdo dos parametros das curvas de
germinacdo. Para sanar esse problema Regazzi
(2003), propbs o teste da razéo de verossimilhanca,
com aproximacéo dada pela estatistica qui-quadrado
para verificar a igualdade de parametros e a
identidade de modelos n&o lineares. Essa
metodologia pode ser aplicada a dados de
germinacao, buscando identificar diferencas entre os
parametros. Recentemente esse método foi utilizado
com sucesso na cultura do milho em parédmetros
germinativos (Gazola et al., 2017). Devido as falhas
apresentadas entre os métodos existentes na
determinagéo de vigor das sementes, € necessario
um método que apresente maior precisdo na
deteccdo em vigor baseado em uma metodologia
estatistica que detecte as principais diferencas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
ajustamento de h equac¢des néo lineares utilizando a
funcdo de Hill de quatro parametros aos dados de
germinacdo de dois lotes de sementes de milho,
para testar algumas hipéteses tais como HO: as h
equacdes sdo idénticas, ou seja, se é possivel usar
uma equacdo comum como estimativa das h
equacgtes envolvidas e HO: um determinado nimero
de parametros € igual nos h grupos. Buscando
determinar o lote de maior qualidade fisiolégica.

Métodos

48

Local do experimento e origem do material
vegetal - A pesquisa foi desenvolvida no laboratério
de Andlise de Sementes do Departamento de
Producdo e Melhoramento Vegetal da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
localizada no municipio de Botucatu-SP (22° 51° S
de latitude, 48° 26" W de longitude, e 786 m de
altitude). Para obtengéo dos dados foram utilizadas
as sementes da variedade de milho BRS 4103 (Lote
1) e do hibrido 2B587 RR (Lote 2) de alto
rendimento, plantadas em grandes &areas em todo
territério brasileiro. Durante o periodo de margo a
dezembro de 2017.

Caracterizagcdo dos lotes Avaliou-se a
germinacdo de 20 sementes com 4 repeticdes por
lote através do teste de emissdo da raiz primaria
(protrusdo). Para tanto, as sementes de milho foram
distribuidas em folhas de papel tipo “germitest”
umedecidas com a quantidade de agua equivalente
a 2,5 vezes o peso do papel, o teste foi realizado em
placas de “petri” e estas foram mantidas em camara
de germinacdo Biochemical Oxigen Demand
(B.O.D), regulada para a temperatura de 25 °C. A
contagem das sementes germinadas foi efetuada
em intervalos regulares de 3, 6, 12 e 24 horas até
204 horas, adotando-se como critério de germinagdo
a protrusao da raiz primaria 2 2 mm. Os resultados
foram expressos em percentagem de germinagéo
acumulada ao longo do tempo (Brasil, 2009).

Andlise estatistica — A contagem cumulativa
da germinacdo foi analisada quanto as
pressuposicbes de normalidade de variancias
empregando o de teste de Shapiro-Wilk (modificado)
a 5% de probabilidade. Posteriormente, a contagem
cumulativa da germinacédo foi modelada por meio da
equacgdo de quatro parametros de Hill proposta por
El-Kassaby et al. (2008):

axP

y=y0 (1)

em que “y’ a germinacdo acumulada no tempo (x),
“y0” é o intercepto no eixo y, “a” € a maxima
germinacdo acumulada, “b” €& o parametro que
controla a forma da curva, e “c” corresponde a
velocidade para 50% das sementes germinarem ou
popularmente T50 (tempo necessario para 50% das
sementes viaveis germinarem).

Para verificar as diferencas entre as curvas de
germinacao, foram realizados testes para verificar a
igualdade de pardmetros e identidade de modelos
nao lineares, conforme proposto por Regazzi (2003),
testando-se as seguintes hipoteses:

1. H": yo,=...= yO, (= y0) Vs. H: nem todos
os y0; séo iguais;

2.H? : a)=..= a, (= a) Vs. HZ: nem todos os a
séo iguais;

3.HY) : ci=..= ¢n (= ¢) Vs. HY): nem todos os
séo iguais;

4. H§)4)1 b;=...= b, (= b) Vs. Hg‘) : nem todos os b;
sdo iguais;
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5.HY : y0,=...= y0, (= y0) € by=...= by, (= b) Vs,
Hf): pelo menos uma igualdade ¢€é uma
desigualdade;

6. Hgﬁ): y0,=...= Y0, (= y0); a;=...= a, (= a) e
C1=...=Ch (=C) Vs. ng): pelo menos uma igualdade é
uma desigualdade;

7. Hg): y0,=...= y0, (= y0); a;=...= a, (= a);
C1=...=Cy(=c) e b=..=b,(=b) Vs. Hg) : pelo menos
uma igualdade é uma desigualdade.

As hipéteses mencionadas foram avaliadas
pelo teste da razédo de verossimilhanca, comparando
o0 modelo completo (com todos os parametros) com
aqueles com restricbes paramétricas (7 hipoteses
descritas anteriormente).

Para a realizagdo do teste da razdo de
verossimilhanga, utilizou-se de varidveis auxiliares
(dummy) para representacdo dos modelos, que
assumem valores dicotdbmicos ou binarios 0 ou 1.
Dado que h=2, as variaveis independentes 0 e 1
aqui chamadas de D1 e D2, foram usadas para
identificar os lotes Lote 1 e Lote 2 respectivamente.
Sendo assim, o modelo estatistico completo utilizado
para avaliar a germinacao foi:

b by
aiXij aiXiJ-
Yi=D1 |YO+ 55— | *D2 |YO+ 5 —5 | *&ij
c+x; c+x;
j=1,...n ei=1,...h (2)

em que Y; & o valor observado na j-€sima unidade
experimental do i-ésimo grupo; x; € o valor da
variavel independente associado a Yj; ; y0,, a;, ¢;, € b,
sdo parametros (p=8, modelo completo); e, §; € o
erro aleat6rio com as pressuposigdes £;~NID(0,02).

Como o problema € comparar as equacgdes
ajustadas individualmente para os grupos, foi
utilizada a estatistica do teste de verossimilhanca,
com aproximagdes pelas estatisticas y? proposta
por Regazzi (2003):

em que n é o tamanho da amostra, Ln o logaritmo
natural (Log 2,718281828), SQRq a soma do
quadrado do residuo do modelo completo (Q) sem
restricdes paramétricas, ou seja, sdo ajustados
parametros individuais para as curvas de
germinacdo; SQRw é a soma do quadrado do
residuo dos modelos com restricdes paramétricas
(w; a w7) impostas para testar as hipéteses (HO; a
HO7)

A regra de decisdo consiste em: se x?2
calculado 2 x? tabelado; rejeita-se Hy caso contrario
ndo se rejeita Hy. O x? tabelado é determinado em
fungdo do nivel de significAncia (a = 0,05) e do
namero de graus de liberdade, obtido através da
diferenca entre o niumero de pardmetros estimados

SQR,
SQR,,

x? calculado= -*Ln ( (3)
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no modelo (Q) e o numero de parametros de cada
modelo w;.

Para obtencdo dos parametros do modelo
completo e restritos foi utilizado o método dos
minimos quadrados, por meio do procedimento
“NLIN” do SAS 9.4 (2017) empregado o método
interativo de Marquardt.

Resultados e Discussao

Os erros dos dados cumulativos de germinacéo
seguiram distribuicdo normal de acordo com o teste
de Shapiro Wilk (modificado) a 5% de
probabilidade permitindo a utilizacdo do modelo
estatistico dado em (2) para testar as sete hipoteses
formuladas. A condicdo de normalidade é essencial
para a validade das conclusbes (Pimentel Gomes,
2009).

Assim, modelo w; foi aceito para condicdo em
gue o intercepto (y0) foi calculado como comum
para ambos os lotes, ou seja, € possivel construir
curvas de germinacdo individuais que compartilhem
do mesmo intercepto. A segunda hipltese (w,)
também foi aceita, mas desta vez a restricdo
paramétrica é feita em “a”, calculando um uUnico
valor madximo de germinacgdo, outra vez teriamos
duas curvas formadas, mas desta vez com mesmo
valor de germinagdo maxima. Os demais modelos
(w3 a wy) foram rejeitados, uma vez que o valor-p foi
menor que 0,01 (Tabela 1).

Utilizando o principio da parcimbnia deve-se
partir do mais simples para o mais complexo, ou
seja, devemos escolher o modelo mais parcimonioso
gue contemple as hipéteses formuladas, no entanto,
0s modelos w; € w, possuem 0 mesmo numero de
parametros, logo tal principio ndo nos permite
escolher o modelo mais adequado, outra solugdo
seria calcular o coeficiente de determinacéo (RZ),
porém temos autores que dizem que nunca
devemos calcular ou utilizar R*> como fator de
escolha entre modelos por ndo possuir significado
obvio no caso de modelos ndo lineares (Ratkowky,
1990).

Para escolher qual modelo adotar utilizou-se a
raiz quadrada da estimativa de méxima
verossimilhanca da variancia residual, isto é, a raiz
do quadrado médio do residuo (RQMR), indicado
por Regazzi (2003) e dada por:

n N2 1/2
RQMR= Z%‘ , )
i=1

em que y, e ¥, sdo valores observados e estimados,
respectivamente. Evidentemente, quanto menor o
RQMR, melhor o ajuste. Dessa forma, ao
compararmos os modelos w; e w, em ambos o0s
lotes, obtivemos o menor RQMR para o modelo w,
com germinagdo maxima comum (Tabela 2).
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Tabela 1: Estimativas dos parametros do modelo sem restricdo (Q) e dos modelos com restricdes paramétricas (w1 a
w7), soma dos quadrados dos residuos (SQR), qui-quadrado calculado (x?) e nivel de significancia (P) para germinagio

dos lotes de milho.

1
LOTE Modelos
Parametros Q w1 wy w3 Wy Ws Ws w7
y01 0,416 - -0,195 3,057 1,984 - - -
LOTE 1 a1 95,431 96,09 - 95,284 92,816 94,887 - -
C1 46,212 46,073 46,177 - 46,125 45,556 - -
b: 5,053 4,979 4,939 4,676 - - 4,454 -
y02 -0,605 - -0,206 -1,830 -1,848 - - .
LOTE 2 az 97,246 96,808 - 97,181 99,533 98,001 - -
C2 52,288 52,358 52,280 - 52,755 53,271 - -
bs 7,719 7,807 7,859 8,041 - - 8,479 -
y0 - -0,194 - - - -0,184 0,552 0,382
a - - 96,477 - - - 96,462 96,050
Comum
- - - 50,228 - - 50,307 48,801
- - - - 6,1552  6,0945 - 6,001
SQR (nc®)? 58,735 60,834 62,144 299,100 153,300 189,500 412,000 735 600
x’calculado® 1,053 1,692 48,832 28,780 35140 58439 75,829
¥’ tabelado® 3,841 3,841 3841 3841 5991 7,815 9488
P(x*tab> y° calc)® 0,304 0,193 0,000 0,000 0,000 0,000 (000
Decisdo em relacéo N&o N&o - - - . .
Hoi rejeita rejeita Rejeita Rejeita Rejeita Rejeita Rejeita

"w; awy ajustados de acordo com as hipdteses Hoi a Hoz, respectivamente; © Soma de quadrados dos residuo
proveniente da anova gerada pelo procedimento NLIN do SAS (n=30); %y? calculado = —n.In (SQRa/ SQR); 2
tabelado (u pa-pw); "P(x? tab> y2 calc) = nivel de significancia do teste.

Tabela 2. Raiz do quadrado médio do residuo para os
modelos w; e w; para os lotes de milho Lote 1 e Lote 2.

LOTE (V] W2
01 0,53026 b 0,00032 a
02 0,52998 b 0,18230 a

Comparagdo na linha, em que o menor valor indicar o
melhor modelo.

As curvas de germinacdo dos lotes 1 e 2
utilizando o modelo w, tem a estimativa de maxima
germina¢do comum, mas os demais pardmetros sdo
diferentes indicando que mesmo em lotes com
germinacao final estatisticamente igual, o processo
germinativo pode ser diferente como evidenciado na
Figura 1.

A principal diferenca nos lotes de milho esta na
no periodo de tempo em que ocorre a germinagao,
principalmente no paradmetro “c” da fungao de Hill
gue corresponde ao T50 que é adotado como uma
medida de vigor. Para sustentar a hipétese que

parametro “c” da funcdo de Hill é a principal

diferenca entre os lotes, a hipétese Hff') foi rejeitada,
ou seja, o T50 é diferente, desta maneira podemos
considerar o Lote 1 como mais vigoroso.

As demais hipéteses formuladas para o0s
modelos restritos deixam claro que ndo se pode ter
mais de um pardmetro comum para ambos os lotes
e, assim sendo, ndo é possivel ajustar uma Unica
curva de germinagéo.

Portanto, de acordo com os parametros “c,” e
“cy”, da equacao de Hill, o Lote 1 é o que apresenta
maior qualidade fisioldgical/vigor, isto se deve ao
menor T50 (46,2 h). Em contrapartida, a menor
velocidade inicial da germinacdo apresentada pelo
Lote 2 ocasionou um maior T50 (52,3 h), o que pode
estar relacionado a danos ocorridos nos tecidos
antes do inicio do desenvolvimento do eixo
embrionério, devido a restauracdo das organelas e
tecidos, durante a germinacdo das sementes
(Matthews et al., 2012).

Embora, os lotes de milho possuam
germinacdes finais estatisticamente iguais (Héz)), a
maior velocidade de germinacao e
consequentemente o menor T50 em situagBes de
campo seria determinante para 0 sucesso da
lavoura diante de uma intempérie climatica, pois
lotes mais vigorosos normalmente sdo capazes de
estabelecer o estande mais rapido, uma vez que o
vigor, esta intimamente ligado a capacidade teérica
das sementes em expressar suas fungdes vitais sob
condicdes ambientais favoraveis e desfavoraveis
(Marcos Filho, 2015).

Dessa forma, é importante o emprego de
metodologias estatisticas confiaveis e precisas para
avaliacdo de vigor. Por isso, o nosso trabalho
apresenta potencial para ser empregado na
avaliag&o de vigor de sementes de milho utilizando o
teste de protrusdo associado ao teste da razao de

50
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verossimilhanca, uma vez que o mesmo foi aceito
nas Regras da International Testing Association
(ISTA) para o Zea mays L. como um teste de vigor
validado pela ISTA, que é capaz de refletir os
processos de deterioracdo como resultado de
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comprometimento do metabolismo ou DNA na fase
inicial de germinacdo de sementes (Joosen et al.,
2010; Matthews et al., 2012; Onwimol et al., 2016).

= = =

—a— Lote 1
—m - Lote 2

= 75

o

o)

i

m

Z =0

E * T50 (48,2 h) ] = TEQ (52,2 h)

@

e + | * Lote 1

25 | “* Lote 2
0l — =4 I/- |
15 30 a0 20 120 150 180 210

Tempolhoras)

Figura 1: Germinagao ajustada para modelo w; para os lotes de milho 1 e 2.

O teste da razéo de verossimilhanca vem sendo
empregado com a intencdo de buscar o ajuste em
uma curva UOnica, mas que descreva o0
comportamento de duas ou mais populagdes, assim
como verificados em trabalhos realizados por
Carneiro et al. (2014) e Gazola et al. (2017),
avaliando o crescimento bovino e a germinacéo de
sementes, respectivamente. Diferentemente, o
nosso trabalho busca testar apenas parametros
biolégicos como, T50 em diferentes lotes de
sementes buscando elaborar novas metodologias de
comparacéo de vigor em sementes de milho. Apesar
de existirem diversos softwares de imagens que sao
utilizados para identificar e contar sementes e
metodologias para avaliar a germinagédo e vigor de
sementes (Joosen et al.,, 2010; Alvarenga et al,
2012; Onwimol et al., 2016), o teste de
verossimilhanga apresenta-se como mais uma
alternativa, capaz de permitir a discriminacdo de
lotes e tratamentos em sementes com maior
economia, rapidez e praticidade, quando comparado
aos outros meétodos.

Conclusdes

A funcéo de Hill de quatro parametros pode ser
utilizada para descricdo da germinacdo de sementes
de milho, pois fornece parametros interpretaveis
biologicamente como o T50.

Podemos utilizar o teste de razdo de
verossimilhanca para verificar a igualdade de
parametros e identidade de modelos nado lineares
para comparacdo de diferentes lotes de sementes,
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restringindo somente um determinado paréametro de
interesse.

Considerando a hip6teses Hf)?’) os lotes de milho
possuem T50 diferentes. Portanto, podemos afirmar
gue o Lote 1 é o mais vigoroso por apresentar 50%
das sementes viaveis germinadas em menor tempo.
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