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RESUMO

Sementes de milho colhidas em espiga com altosgeat® agua devem
ser rapidamente submetidas ao processo de secagesnd@ beneficiamento.
Entretanto, geralmente hd um retardamento na secageasionado pela
sobrecarga da usina de beneficiamento. Nesse perisdmentes mal
acondicionadas, tém a velocidade de deteriorac@emada, com consequente
gueda de germinacd@o e vigor. Diante disso, objetse avaliar a qualidade
fisiologica das sementes de milho da linhagem GNS2bmetidas ao
retardamento da secagem. As sementes foram colb@as48,0; 40,5; 34,2;
29,4 e 23,5% de umidade e submetidas ao retardamarsecagem por 0, 6, 12,
24, 36 e 48 horas, sob as temperaturas de 20,600°€. Foram realizados os
seguintes testes e determinacdes: teor de agumingeéio, emergéncia, indice
de velocidade de emergéncia, teste de frio, anéleteoforética de proteinas
resistentes ao calor e das enzimas superoxido @ismucatalase, peroxidase,
alcool desidrogenase, malato desidrogenase e sstemadlise ultraestrutural e
atividade respiratoria. Para as andlises isoenmasae atividade respiratoria,
foram utilizados trés pontos de umidade (48,0; 8423,5%), quatro tempos de
espera para secagem (0, 6, 24 e 48h) sob 20 e @tat&nentos escolhidos por
representarem pontos extremos do experimento).id\wak a ultraestrutura do
eixo embrionario de sementes de milho por meio @eoscopia eletrbnica de
varredura dos seguintes tratamentos: 48%-0 e 48%-88 °C; 34,2%-0 e
34,2%-48 h-60 °C; 23,5%-0 e 23,5%-48 h-60 °C. Qarst que ndo ha
alteracdo na viabilidade das sementes quando eoatra secagem se da a
temperaturas de 20 e 40 °C por até 48 horas, cadadende colheita abaixo de
40,5%. No ponto de colheita mais Umido (48%) ocorralteragbes na
viabilidade das sementes, com incremento até lasherdeclinio apos esse
periodo. Mesmo em temperaturas brandas (20 e 4®GAa&)eclinio do vigor das
sementes. O retardamento da secagem sob 60 °Ccarqueda acentuada na
germinacdo e no vigor em todas as situacdes. Eab, ges pontos de colheita
mais Umidos, ha menor atividade enzimatica e espeede proteinas resistentes
ao calor, o que reflete no menor vigor das semept@scipalmente quando
submetidas as altas temperaturas. Em eletromidiagra possivel acompanhar
0s danos causados pelo tratamento mais extremoh@dds a 60 °C) nas
membranas das células do eixo embrionario, conuraiE extravasamento do
contetdo citoplasmatico. A atividade respiratorimaor em sementes colhidas
mais Umidas, por estarem em processo de deterionag® avancado.

Palavras-chaveZea mays L.Viabilidade. Vigor. Proteinas resistentes aorcalo
Atividade enzimatica. Ultraestrutura. Atividadepeatoria.



ABSTRACT

Corn seeds harvested in ears with high moisturéeecomust be dryed
quickly before the processing. However, generdibre is a delay in the drying
due to the overload of the plant. During this pgrioxder bad conditions, the
seeds have an increase in the speed of deterigratiod a decrease in the
germination and vigor. In front of this, it was &d to evaluate the
physiological quality of corn seeds of inbred liB&S25 submitted to drying
delay. The ears were harvest with 48.0, 40.5, 32924, and 23.5% moisture
content and submitted to drying delay for 0, 6, 22,36, and 48 hours, under
20, 40, and 60 °C. The following tests and deteatndms were realized: seed
moisture content, germination, emergence, emergepeed index, cold test,
electrophoresis analyses of heat resistant praapgroxide dismutase, catalase,
peroxidase, alcohol dehydrogenase, malate dehydasge and esterase,
ultrastructural analysis and respiratory activigor the electrophoresis and
respiratory activity were used three moisture austé48.0, 34.2, and 23.5%),
four drying delay periods (0, 6, 24, and 48 h) ur2ieé and 60 °C (treatments
chosen due to represent extreme conditions). Itevatuated the ultrastructure
of embryo axis of corn seeds through electron sognmicroscopy of the
following treatments: 48%-0 and 48%-48 h- 60 °C2%4-0 and 34,2%-48 h-60
°C; 23,5%-0 and 23,5%-48 h-60 °C. It was conclutthed there is no changes on
seeds viability when the drying delay happens ati2@ 40 °C for until 48 h,
with moisture content below 40.5%. With 48% moistwontent there are
changes of seed viability, with increase until 12l decrease after this period.
At least under soft temperatures (20 and 40 °@)etlare decrease of seed vigor.
The drying delay under 60 °C causes high decrefigermination and vigor in
all situations. In general, in the most humid painthere are low isozyme
activity and low expression of heat resistant pmteeflecting in the low vigor
of seeds, mainly when submitted to high temperat\ith the electron
micrographs is possible to follow the damages ahuse the most extreme
treatments (48 h at 60 °C) in the cell membranesnobryo axis, presenting
rupture and overflow of cytoplasmic content. Thepieatory activity is higher in
seeds harvested with high moisture content, daeltances in the deterioration
process.

Keywords: Zea mays L. Viability. Vigor. Heat resistant protein. Enzyritat
activity. Ultrastructure. Respiratory activity.
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1 INTRODUCAO

O milho é uma das poaceas mais cultivadas no mirrdduz gréos de
elevado valor nutritivo sendo muito empregado nienaitacdo humana e,
principalmente, animal. No Brasil, a producédo déhanha safra 2012/2013 foi
de 80,25 milhdes de toneladas em uma area de 1hi|l8des de hectares
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2013)
deixando o pais como o terceiro maior produtor rain@trds somente dos
Estados Unidos da América e da China.

A cadeia de producao agroindustrial de sementesiltle € complexa e
a coordenacdo eficaz de todas as atividades edsslvigarante a
competitividade da empresa e o fornecimento de sE®me&0 momento certo,
com qualidade satisfatoria e minimo custo (JUNQUEIRIORABITO, 2006).
Um dos pontos de suma importancia é o tempo dspoate das sementes do
campo para a usina de beneficiamento.

Sementes de milho sdo colhidas em espiga com edto de agua,
necessitando iniciar rapidamente a secagem aatifisites do beneficiamento
para evitar um consumo antecipado de reservas,eopgawvoca um desgaste
fisiolégico e consequentemente propicia baixosckglide germinacédo e vigor
das sementes.

Contudo, nas usinas de beneficiamento de semesgss, rapidez de
secagem nem sempre é observada, havendo um tengepel@ até iniciar o
processo de secagem por falta de estrutura ouj@ha@eto, 0 que caracteriza o
retardamento de secagem. Além disso, filas de ¢tdemcom sementes com
alto teor de &gua sob lona e a incidéncia de gehso, proporcionam um
aumento da temperatura até valores extremamei® &rnando o ambiente
inadequado para armazenagem, mesmo que por poucas (RANGEL;
SILVA; NERIS, 2003).
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Sabe-se, também, que a umidade e a temperatuoaesdté os fatores
que mais influenciam a qualidade fisiol6gica da essti®m tanto no campo,
guanto no transporte ou durante 0 armazenament yvemque para a maioria
das espécies, a velocidade de deterioracdo da wemementa a medida que
aumenta o seu grau de umidade.

As informagBes a respeito dos efeitos do retardtonge secagem na
qualidade fisiolégica de sementes ainda sao raramrevezes, antigas. Nos
trabalhos com sementes de milho sdo analisadamasguéncias da espera pela
secagem em varios periodos e com diferentes unsddeleolheita, mas nao
investigaram variacbes de temperatura em que sstaentes podem estar
armazenadas, nem foram avaliadas alterac@es istd@itas ou bioquimicas.

As analises isoenzimaticas podem indicar variacBas qualidade
fisiolégica de sementes por meio de mudancas ddis e proteinas e de
enzimas especificas, ja que com a deterioracaerderges ocorrem degradacao
e inativacdo de proteinas, causando a perda de. W@de ressaltar que a
alteracao isoenzimatica € um dos primeiros dars@®atecer em uma sequéncia
de eventos de deterioracao.

Outra forma de acompanhar os danos causados patdamento da
secagem é a analise ultraestrutural da semente,sendode obter informacdes
valiosas sobre a condicéo fisica das células pressem um tecido especifico, o
gue pode ser relacionado a qualidade fisiologisaakesementes.

A medicdo da atividade respiratéria também se moptomissora,
sendo um método rapido, facil e relativamente bapara a determinacdo do
vigor de um lote de sementes.

Diante do exposto, verifica-se que pesquisas desmmealizadas para
avaliar as alteracdes na qualidade fisiol6gicaands estabelecer um periodo
critico de permanéncia das sementes em condig¥essad entre a colheita e o

inicio do beneficiamento. Obijetivou-se avaliar aalglade fisiol6gica de
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sementes de milho da linhagem GNS25 colhidas erarstig estadios de
maturacdo e submetidas ao retardamento da secagesitepl8 horas, sob trés

temperaturas.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

No agronegdcio brasileiro, em termos de area eagigra cultura do
milho é a segunda mais cultivada, atrds somenteltizra da soja. O Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de graos de milhBOQD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FA,
2013). Na safra 2011/2012, a producao brasileirmitleo foi de 72,98 milhdes
de toneladas em uma area de 15,18 milhdes de éectda safra 2012/2013
houve um aumento de 10,0% na producéo, atingind?b8filhdes de toneladas
produzidas, em 15,87 milhdes de hectares (CONAB3R0

Os principais estados produtores, considerandoimejpa e segunda
safra, sdo o Mato Grosso, seguido do Parana, Mbwsis, Goids e Mato
Grosso do Sul. E com a alta produtividade nacienalieda das Ultimas safras
norte americanas, o Brasil pode se tornar o maiporéador mundial dessa
commodity em 2013.

A taxa de utilizacdo de sementes para essa cutionhém é alta e
significativa, com valores em torno de 90% na saffk1/2012 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE SEMENTES E MUDAS - ABRASEM, 2013a).
Consequentemente, o mercado de sementes é ageecaiopetitivo, gerando
receitas multimilionarias para as principais emmsedo setor (ABRASEM,
2013b).

Com o surgimento dos hibridos na década de 1930st@ viabilizacédo
para producdo em escala comercial, iniciou umaradee na atuacdo de
instituicdes publicas e privadas. As sementes dbonforam os primeiros
produtos certificados a serem comercializados nocawe nacional. Nas

décadas de 1960-70, as instituicbes publicas esague detinham a tecnologia
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da producdo, desde o melhoramento genético atéstabdicdo para os
agricultores, enquanto as empresas privadas passdimgcdes como
multiplicacdo e comercializacéo.

A partir da década de 1980, com a reducao de @ETpEa a pesquisa
nas instituicbes publicas, juntamente com a vagfp da utilizacdo de
sementes, as empresas publicas, por falta dedateswmpetitivo, reduziram o
seu campo de atuacdo e as empresas privadasrawestais em, praticamente,
todas as etapas da producdo de sementes de milho.

Juntamente a esses aspectos, iniciou-se uma gmeamdpanha de
marketing para utilizacdo de sementes melhoradas®m, os rendimentos
aumentaram gradativamente. Atualmente, a coopemt#é® empresas publicas,
gue concentram seus esfor¢cos na conservacao demasma e producdo de
sementes de milho para fins especificos (resistemtestresses ambientais), e
empresas privadas, que investem em tecnologia adugiio e pesquisas de
ponta, faz com que toda a cadeia produtiva se i@ @ARTIN et al., 2007).

Nesse mercado extremamente competitivo exigem-steriaia de
excelente qualidade que resultem em alta prodatidpois o investimento em
sementes, produtos fitossanitarios, fertilizantesyauinas de elevado valor
aumentam o custo de producao (JUNQUEIRA; MORABIZO)6).

2.2 Qualidade fisiol6gica de sementes

A qualidade da semente pode ser conceituada cosmmatério dos
atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e saiut que influenciam a
capacidade de originar plantas com maior prodwoéd A alta qualidade da
semente reflete diretamente no resultado finalultara, em termos de auséncia

de moléstias transmitidas pela semente, do altorvigs plantas, da maior
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produtividade e de uniformidade da populacdo (BRAOCet al., 1999;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; POPINIGIS, 1977).

A avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementesléizada pelo teste
de germinacgdo, porém este teste tem limitacBesfquaecer resultados que
superestimam o potencial fisiolégico das sementesjdo ao fato de ser
conduzido sob condi¢bes ideais e artificiais. Asidigbes adversas como
umidade do solo, clima, competicdo, entre outrasdem impor uma
desuniformidade entre o teste de germinacdo e sgltados de campo
(HILHORST et al., 2001). Portanto, esse teste,cadh isoladamente, muitas
vezes nao é eficiente para predizer o comportam#agosementes no campo
(BYRUM; COPELAND, 1995).

2.2.1 Testes de vigor

Para complementar as informacdes do teste de gmgéuncriou-se o
conceito de vigor. Varios testes de vigor foramedeslvidos procurando
precisar o comportamento de lotes de sementes emoceom dados obtidos
em laboratério (MCDONALD JUNIOR; WILSON, 1979).

De acordo com o relato de varios pesquisadoresr@ducédo do termo
vigor foi, primeiramente, atribuida a Nobbe, em @,8Gue utilizou a palavra
“triebkraft”, com significado de “for¢ca motriz” otenergia de crescimento”, ao
discorrer sobre o processo de germinacdo (ASSOQ@ATOF OFFICIAL
SEED ANALYSTIS - AOSA, 1983).

Atualmente o vigor é definido pela AOSA (1983) coasopropriedades
da semente que determinam o potencial para eméag@péda e uniforme, com
o crescimento de plantulas normais, sob ampla faéxeondi¢cbes do ambiente.
Na mesma linha de raciocinio a International Seestifig Association - ISTA

(2006) define vigor como um indice do grau de datacao fisiolégica e/ou
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integridade mecénica de um lote de sementes dgeaaitainacéo, representando
sua ampla habilidade de estabelecimento no ambiente

A escolha do método de avaliacdo do vigor deverghse atendimento
dos quesitos de rapidez, objetividade, simplicidadeconomia e
reprodutibilidade, além de permitir a intersecas dados obtidos em diferentes
testes (CALIARI; SILVA, 2001).

Esses testes tém como objetivos bésicos detectiaremias
significativas na qualidade fisiolégica de lotesncalta germinacdo e separar
lotes em diferentes niveis de vigor de maneira gnopnal a emergéncia em
campo, resisténcia ao transporte e potencial deazamamento (MARCOS
FILHO, 2005; PESKE; LUCCA FILHO; BARROS, 2006).

Para a avaliagdo da qualidade fisiologica de sexneie¢ milho alguns
testes ja estdo consagrados. Dentre eles podetaos téste de frio e o teste de
emergéncia.

O teste de frio tem como principio basico a ex@msigas sementes a
baixa temperatura, alta umidade e agentes patag(duando se utiliza terra
procedente de areas de cultivo da espécie), pod@far como instrumento de
grande valor para a selecao prévia de lotes de mespjequanto ao seu
desempenho, em uma ampla faixa de condi¢cbes araisient

Esse é considerado um teste de resisténcia, pote de sementes que
melhor resistir as condicdes adversas é considecadiz maior potencial
fisiolégico. De forma geral, se os resultados dtetele frio se aproximarem dos
obtidos no teste padrdo de germinacdo, ha granssibfmlade de esse lote
apresentar capacidade para germinar sob amplac&aridas condicbes de
umidade e temperatura do solo (CICERO; VIEIRA, 1994

O teste de emergéncia avalia a capacidade de gey@ire emergéncia
de um lote de sementes em condi¢cdes adversas,etoperatura, precipitacdo

pluviométrica e outros fatores ndo controlados.eEsge que um lote de
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sementes mais vigoroso consiga emergir de forma napida e uniforme do
gue um lote com algum déficit de qualidade fisigdég E, como complemento
podem-se calcular diversos outros indices e vasawomo o indice de
velocidade de emergéncia, o tempo médio de emdegérxt50, que indicam a
rapidez com que um lote de sementes inicia 0 psocgerminativo com
posterior emergéncia de plantulas normais.

Vale ressaltar que a andlise da qualidade fisiokbde sementes deve
ser vista como uma atividade dindmica, que apresamlucdo constante, tanto
pelo aprimoramento dos meios disponiveis para Hagéia da qualidade das

sementes como pela incorporacdo de novos métoddgENIBRE, 2001).

2.2.2 Andlise isoenzimatica

Outra forma de monitorar alteragcbes na qualidadéldigica de
sementes é por meio de avaliacdo de variacdes ibim@s nos perfis de
proteinas e de enzimas especificas, ja que segiopkland e McDonald (2001)
com a deterioracdo de sementes ocorre a degradaig@divacdo de enzimas,
provocando a perda de vigor.

A perda da viabilidade das sementes no processdetiioracdo é
precedida por reducdo na capacidade de sintetintgipas devido ao declinio
de componentes como ribossomos, RNA mensageirteeagdes em nivel de
transcricdo e traducdo com o envelhecimento dagrges) Sendo assim, 0s
testes mais sensiveis para determinar o estadietdeioracdo sdo aqueles que
medem a atividade de certas enzimas associadaa qoebra das reservas ou a
biossintese de tecidos novos (VIEIRA, 2002).

Um grande avango na area da bioguimica, nos ultamos, foi possivel
pelo uso da eletroforese de proteinas (BARROS, ;1G@TTLIEB, 1977). A

eletroforese é um processo de difusdo forgada,aampo elétrico, por meio de
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um meio suporte, em que uma corrente continua éegiagla para separar as
isoenzimas (diferentes formas moleculares de unam@aesnzima), com base
nos efeitos de peneiramento molecular e diferemigasargas eletrostaticas
(BREWER; SING, 1970; PASTEUR et al., 1988; TANKSLEYRTON, 1983).

O procedimento eletroforético tornou-se um poderostrumento na
separacdo e identificacdo de enzimas, quando fombicado, por Hunter e
Markert (1957), com o uso de corantes, o que pernaitidentificacdo de
enzimas particulares entre inlmeras que possamp@stentes em um extrato
de semente (BARROS, 1991).

O monitoramento da deterioracdo de sementes podeitgepor meio
da avaliacdo de perfis de proteinas e enzimasiogrldas ao processo
respiratorio, a peroxidacdo de lipidios, a remoclo radicais livres e a
resisténcia ao calor. Sendo assim, enzimas comolaiesidrogenase, malato
desidrogenase, catalase, superéxido dismutasexigiese, esterase, bem como
proteinas resistentes ao calor tém sido usadasefnegmente como marcadores
da qualidade fisiolégica (ALBUQUERQUE et al., 200@QUTINHO et al.,
2007; MUNIZ et al., 2007; SPINOLA; CICERO; MELO, @@ VIDIGAL et
al., 2009).

Malato desidrogenase (MDH) e alcool desidrogenasBH) sédo
enzimas envolvidas no processo de respiracdo. A A&dldz acetaldeido para
etanol no metabolismo anaerébico. Quando a atieidda ADH diminui, a
semente fica mais susceptivel a acdo deletériaceimldeido (ZHANG et al.,
1994). A MDH catalisa a conversao de malato a cedddo, tendo uma
importante funcéo dentro do ciclo de Krebs, alérpatticipar do movimento do
malato por meio da membrana mitocondrial e da &igzagde CQ nas plantas
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Camargo et al. (2000) observaram que o envelhetimariificial,

induzido por alta temperatura e umidade relatival@@%, em sementes de
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eucalipto, proporcionaram um aumento nas atividddesalato desidrogenase e
nas isoenzimag-amilase 2 e 3, diminui¢do acentuada da atividadeammilase
1 e atividade baixa para a fosfatase acida.

A esterase é uma enzima envolvida em reacfes daisédde ésteres.
Esse grande grupo de enzimas hidroliticas libadoagraxos dos lipideos, que
sdo usados na oxidacdo como fonte de energia pgean@nacdo. Enquanto
muitos desses lipideos sado provenientes de lipassamiguns sdo constituintes
de membranas, cuja degradacdo aumenta com a dmtéoo Avaliando a
atividade da esterase, durante a deterioracdongenses de amendoim, Aung e
McDonald (1995) observaram decréscimo na sua atiéidotal, com o aumento
de deterioragcdo tanto em sementes embebidas commemidebidas. Menezes
(2005), estudando diferentes niveis de qualidasieldigica de cultivares de
milho observaram que padrdes isoenziméaticos derassteapresentam-se
polimoérficos.

As sementes também possuem um aparato bioquimicpratecéo
contra agentes oxidantes. Embora o oxigénio sejassario para as reacdes
metabdlicas das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994)keeglemento possui
alto poder oxidante e forma espécies altamentévasatas células, a exemplo
do peroxido de hidrogénio (B,), do superdxido (©) e o radical hidroxila
(OH) (CONTRERAS-PORCIA et al., 2010; FARRANT; BRANDIINDSEY,
2007).

Durante a dessecacdo das sementes, observa-seluomlaaesses
compostos e de radicais livres nas células (NTUldle 2011), como produto
da ruptura de plastidios e da cadeia de transplartelétrons presente nas
mitocéndrias (FERREIRA; ABREU, 2007). Esses comp®sbodem causar
danos a proteinas, lipidios e acidos nucleicossaralo danos permanentes em

enzimas, cromossomos e membranas.



21

Esses danos oxidativos podem ser minimizados [éla de enzimas
removedoras de radicais livres, como a superéxidmutase, a catalase e a
peroxidase, que integram o sistema de defesa atditue presente em sementes
ortodoxas, como o milho (KRANNER; BIRTIC, 2005; SR@ et al., 2011). A
superéxido dismutase realiza a dismutacdo do rfadioperoxido (@) a
peréxido de hidrogénio {,). As enzimas catalase e peroxidase, por sua vez,
promovem a conversdo do,® a agua e oxigénio molecular, ambos néao
danosos as células (MITTLER, 2002).

Dentre as altera¢cdes bioquimicas mais importantasa pestudos
envolvendo secagem, maturacdo e dessecacao, egpéoteinas resistentes ao
calor. Essas proteinas tém o seu maior acumul@s® final do processo de
maturacdo das sementes e conferem, dentre outigas,cdolerancia a

dessecacdo e a altas temperaturas (CHE et al;, RQOFBA et al., 2005).

2.2.3 Andlise da atividade respiratoria

Dentre os varios procedimentos utilizados na detergdo do vigor,
uma das alternativas seria a medicdo da atividesf@ratoria das sementes em
laboratério. Esse procedimento ndo é comum, mase &l tornar uma
importante ferramenta de auxilio & tomada de desisdbre a qualidade de um
lote de sementes (MENDES et al., 2009).

A respiracdo é a oxidacdo completa de compostazid®mno a Coe
agua, por meio de uma série de reacdes, usand@nixigomo aceptor final de
elétrons. Sucintamente, é a oxidacdo de compogrjésicos para a producdo de
energia e compostos secundarios. A energia € tiaexaonservada na forma de
ATP, o qual pode ser prontamente utilizado para anutencdo e o
desenvolvimento da planta ou da semente (TAIZ; 2RG2009). Os substratos

respiratérios podem ser carboidratos como amidareae, frutose, glicose e
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outros acgucares; lipidios; acidos orgéanicos e prase(MARENCO; LOPES,
2007).

Entre os fatores do ambiente, a agua € o fatorngie influencia o
processo de germinacdo. Com a absorcdo de aguanpmrbicdo, ocorre a
reidratacéo dos tecidos e, consequentemente, resiiitacado da respiracao e de
todas as outras atividades metabdlicas, que rasudtan o fornecimento de
energia e nutrientes necessarios para a retomadeesemento por parte do
eixo embrionario.

Pifia-Rodrigues, Figliolia e Peixoto (2004) relatame a primeira
atividade metabdlica das sementes, logo apds etagdio, € a respiragdo. De
quase nula, ela passa a valores elevados em aelinte pouco tempo,
dependendo da espécie. A atividade e integridaslenitacbndrias de embrides
vidveis aumentam a partir do inicio da embebicdmando mais eficiente a
producdo de Adenosina trifosfato (ATP — forma deaaenamento de energia),
refletindo a elevacdo do consumo de oxigénio e emprentemente maior
liberacdo de CQABEWLEY; BLACK, 1994).

A respiracdo, a atividade de enzimas e de orgarelassintese de
proteinas séo eventos fundamentais para o deseneoto normal do processo
de germinacdo e preparo para 0 crescimento subd¥equid embrido.
Importantes macromoléculas, como DNA e RNA, pratsjtipidios, clorofilas,
carotenoides e fitormonios, sdo formadas por estpgelcarbonados derivados
da via respiratéria. Para a sintese desses novimiam indispensaveis ao
crescimento, sdo necessarias também substancadi® ¢mder redutor (NADH,
FADH,) e elevado contelido energético (ATP). Portanton nedo carbono
contido no substrato respiratério € liberado nanfoide CQ, e nem todos os
elétrons contidos nos nucleotideos reduzidos (NABAMDH,) se combinardo
com Q para produzir 6D (MARENCO; LOPES, 2007).
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A velocidade respiratdria da semente é influencipel® seu teor de
agua, pela temperatura, pela permeabilidade dasbraesas, pela tensdo de
oxigénio e gas carbbnico e pela luz. O aumentotidadade respiratria da
semente pode ser avaliado pela quantidade de gdénazo liberado e pela
quantidade de oxigénio consumido (POPINIGIS, 1977).

Métodos para a medicdo da respiracdo estdo retmiiencom a perda
de massa seca e/ou com trocas gasosas. No emelio,a variagdo de massa
seca das sementes requer grande quantidade deamatémplica na sua
destruicdo (MARENCO; LOPES, 2007). J& os métodaedrtos em trocas
gasosas requerem menos materiais e ndo sdo destruti

Os métodos mais utilizados, baseados em trocassams®ado o
respirdbmetro de Warburg e o eletrodo de Clark, qoesistem na medi¢éo
manométrica do ©consumido, o analisador de géas infravermelho (IR€As
métodos fisico-quimicos que se baseiam na retede& em uma base e em
sua determinacédo por titulometria, colorimetriacondutivimetria (MAESTRI;
ALVIM; SILVA, 1998). Além, claro, de aparelhos marsdernos com sensores
eletroquimicos que fazem a leitura de forma rapigeecisa.

Algumas pesquisas relacionando atividade respisatler sementes com
germinacéo, lixiviagdo mineral, armazenamento erggtcdo ja foram feitas
em milho (CANTRELL; HODGES; KEIM, 1972), soja (DOD& al., 2013;
FERGUSON; TEKRONY; EGLI, 1990; MENDES et al., 2009lgodao
(WOODSTOCK; FURMAN; LEFFLER, 1985) e girassol (DOREal., 2012).

2.2.4 Andlise ultraestrutural
Além dos testes mencionados para a avaliacdo dalap fisiol6gica

das sementes, a analise ultraestrutural da senmmtsém tém se mostrado

bastante promissora uma vez que por meio dess@ersldeterioracdo das
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sementes pode ser analisada no inicio do procéAsswaliacdo da estrutura
fisica da semente e/ou do embrido por meio de sdopma eletrbnica de
varredura (MEV) também constitui uma ferramentadrtgnte para enriquecer
os resultados de pesquisas de varias areas doctoehéo.

O desenvolvimento e aperfeicoamento da microsceletabnica estao
intimamente associados ao progresso alcancaddBpetagia, nos uUltimos 100
anos. O microscopio eletrdnico possibilitou a obsghio direta de aspectos
ultra-estruturais das células até entdo descontecidomo resultado dessas
novas observacdes, nossa compreensdo sobre azaggandos tecidos vegetais
e animais foi enormemente ampliada, e muitas dasasoideias a respeito da
construcdo e funcéo celulares foram radicalmetaeaalas (GALLETI, 2003).

Com o auxilio da MEV, é possivel obter uma imagémeta dos atomos
na superficie de um material, formada por elétmesundarios e emitida da
superficie de espécime irradiada pelo feixe deagétpriméarios ou pelos re-
espalhados (GALLETI, 2003).

O MEV destina-se basicamente ao exame de supedésieamostras,
podendo-se ver superficies internas, se fratureda&xpostas, utilizando-se,
principalmente, elétrons secundarios. Por meio addestnica, podem-se
visualizar estruturas de células, estrutura dentegtos de sementes e seus
embribes e pericarpos, assim como as de patdégenosementes (ALVES,
2006).

Berjak e Pammanter (2000) discorrem sobre a impcida das
membranas das organelas celulares, do citoesqueldtm nicleo esquelético
para o perfeito funcionamento da célula, e complegue danos nessas
estruturas durante a secagem podem levar a perdaldaade.

Algumas pesquisas tém correlacionado as andlisesstruturais com
qualidade de sementes e gréos de diversas espadieéBOREM; MARQUES;
ALVES, 2008; SAATH et al., 2010), milho (CARVALHOteal.,, 1999;
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GUNASEKARAN et al., 1985) soja (SILVA et al.,, 200épmprovando sua

utilidade como um eficiente teste complementar.

2.3 Retardamento da secagem

Sementes de milho sdo colhidas em espiga com edto de agua,
necessitando iniciar rapidamente a secagem aatiferites do beneficiamento
para evitar um consumo antecipado de reservas.,eopgovoca um desgaste
fisiolégico e consequentemente expressa baixosdsdie germinagéo e vigor.

Contudo, nas usinas de beneficiamento, essa rapielez sempre é
observada, havendo um tempo de espera até inigiemo@sso de secagem por
falta de estrutura ou planejamento, ou mesmo p@rawstos durante a
producdo, o que caracteriza o retardamento de eecf8ORBA et al., 1998;
SILVA FILHO, 1997). Além disso, filas de caminhdesm sementes com alto
teor de agua sob lona e a incidéncia de sol intgarsporcionam um aumento
da temperatura até valores extremamente altogrtdono ambiente inadequado
para armazenagem, mesmo que por poucas horas (RBNSIE/A; NERIS,
2003).

As sementes sdo colhidas no ponto de maturidaidogica (PMF),
gue para a maioria das cultivares de milho se déoem de 35%. Para Rosa et
al. (2004) as sementes de milho podem ser colludasaté 42% de umidade
desde que pré-condicionadas a pré-secagem de 8t °&tingirem valores de
umidade entre 25,3 e 28,5%, 0 que as torna toksard temperaturas altas de
secagem.

Sabe-se, também, que a umidade e a temperatucaesdté os fatores
que mais influenciam a qualidade fisiol6gica da essti®m tanto no campo,
guanto no transporte ou durante o armazenamentio tefluéncia sobre os

processos bioldgicos nas sementes, entre elesawidea respiracao, e sobre a
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atividade biol6gica dos organismos associados, cansetos e fungos,
aumentando a deterioracdo da semente (CAMARGO; GARMD, 2008;
MARTINS; LAGO, 2008; SILVA et al., 2010). Para a ioi@a das espécies, a
velocidade de deterioracdo da semente aumenta @angge aumenta o seu
grau de umidade.

Andrigueto (1975) e Valle (1978) trabalhando commesetes de trigo e
com arroz, respectivamente, constataram que alegtento da secagem afetava
adversamente a qualidade das sementes e que @fteéefanto maior quanto
mais alta a umidade inicial.

As informagBes a respeito dos efeitos do retardtonge secagem na
gualidade fisiologica de sementes ainda sao rargorevezes, antigas. Nos
trabalhos encontrados com sementes de milho foramlisadas as
consequéncias da espera pela secagem em variosiqgeeé com diferentes
umidades de colheita (BORBA et al., 1998; MUNOZ; B®.EDA, 1976;
RANGEL; SILVA; NERIS, 2003; SCARANARI, 1997; STEELESAUL;
HUKILL, 1969), mas ndo estudaram variacOes de teatpe em que estas
sementes podem ser submetidas, nem foram avahétdescGes isoenzimaticas
ou bioquimicas.

Steele, Saul e Hukill (1969) verificaram, em seregiate milho com teor
de agua de 25%, temperatura ambiente de 23,9dcemecénico de 30%, um
periodo permissivel de armazenamento de cinco (A28 horas). Mufioz e
Arboleda (1976) verificaram que sementes colhidms teores de agua de 43 e
37% ndo tiveram prejuizos sobre a viabilidade éasestes quando retardaram
0 processo de secagem por periodos de 0 até 3 dias.

Scaranari (1997), estudando sementes de milho ldaacuBR 3123
colhidas com 35% de umidade e tendo sua secagerdada de 0 a 120 horas, a
temperatura ambiente, concluiu que nao houve glleraa qualidade fisiolégica

das sementes por até 6 meses de armazenamento.



27

Ja Borba et al. (1998), trabalhando com colheit@ataentes a granel
com 16 e 21% de umidade, estudaram os efeitostdalagnento da secagem
por periodos entre 0 e 156 horas e concluiram gam a germinacdo, a
secagem pode ser retardada por um periodo de 856heras, para teores de
agua das sementes de 16 e 21%, respectivamente.rélapdo ao vigor, a
reducdo foi linear, evidenciando que quanto maiocgspera pela secagem,
maiores as perdas ocasionadas.

Rangel, Silva e Neris (2003) retardaram a secagensetnentes de
milho por 0, 48, 96 e 144 horas sob condi¢ces artdige ndo controladas e
verificaram que houve prejuizos imediatos a qudédisioldgica das sementes,
com a porcentagem de germinacdo sendo menor goeido foi 0 periodo de
espera pela secagem.

Estudos semelhantes foram realizados recentementaigas culturas,
demonstrando a importancia do tema. Eichelbergal. 2003) pesquisaram os
efeitos do retardamento da secagem em sementezedénma anual e Torres
(2006) estudou os efeitos sobre as sementes de sagarino, ambos
constatando a influéncia significativa e negatiea widade de colheita na
gualidade fisiol6gica apds o tempo de espera paegagem.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os ensaios e avaliagbes foram conduzidos no Lalrara€entral de
Sementes, do Departamento de Agricultura, no Lafbdoade Bioquimica e
Fisiologia Molecular de Plantas, do Departament8idéogia, e no Laboratdrio
de Microscopia Eletrénica, do Departamento de Bifwlpgia da Universidade

Federal de Lavras.

3.2 Material utilizado

Foram utilizadas sementes da linhagem GNS25 doraqray de
melhoramento da empresa GENESEEDS RECURSOS GENETIODA. O
campo de producdo ficava localizado no Departamel@oAgricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras - MGolheita iniciou no dia
08/02/12, no ponto em que as sementes apresentazaon teor de agua e
finalizou no dia 07/03/12 no ponto mais tardio, i@ as sementes estavam
com menor teor de agua.

As espigas foram colhidas manualmente quando asentem
apresentavam 48,0; 40,5; 34,2; 29,4 e 23,5% de attejdsendo a umidade
intermediaria coincidente com o ponto de maturidégi®légica da cultura
(FESSEL et al., 2001). Os pontos de colheitas fargpacados em uma semana,
para haver uma queda significativa de umidade eia®stes. Essa colheita era
realizada no inicio da manha, entre 6 e 7 horadpgqe que apresentava
temperaturas amenas para nao interferir nos tratase

Apoés cada colheita, as sementes foram armazenadambientes com

auséncia de luz e de ventilagédo, simulando umardzgale caminhdo, sob trés
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temperaturas: 20, 40 e 60 °C por 0, 6, 12, 24, 388 horas. Salienta-se que o
tempo de 0 hora foi considerado como tratamentertesha.

Apb6s cada periodo de retardamento, as espigas fdespalhadas
manualmente e colocadas em secador a 35 °C atgiretn13% de umidade.
Vale ressaltar que essa temperatura € ideal paudtuaa e consequentemente
nao provoca danos durante a secagem (ROSA et(0fl4).2Em seguida, as
sementes foram debulhadas manualmente e armazesradedmara fria, a 10
°C, até o inicio dos testes.

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Aad@le Sementes da
UFLA. A qualidade das sementes foi avaliada peleguimtes testes e

determinacoes:

3.3 Variaveis avaliadas

Teor de agua

Realizada pelo método da estufa, a 105 °C por 2dsh@om duas
repetices de 15 g por tratamento, de acordo cofRegsas para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009) e os resultados expresagsoecentagem com base

no peso umido.

Germinagéo

Foram utilizadas quatro repeticbes de 50 semesgaxadas em rolo de
papel tipo germitest, umedecido com Aagua destilaa quantidade
correspondente a 2,5 vezes 0 peso do substratdidasmem germinador a 25
°C, realizando-se a contagem de plantulas norrB&R&EIL, 2009) no sétimo

dia ap6s a semeadura, sendo o resultado expregsoreemtagem.
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Emergéncia

A semeadura foi realizada em canteiro contenda:tameia (1:2 v/v),
utilizando-se trés repeticdes de 50 sementes ptantento e os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais®agidl4Durante o teste de
emergéncia, foi realizadoindice de velocidade de emergéngigomputando-

se diariamente o numero de plantulas emergidas MRE, 1962).

Teste de Frio

Realizado com quatro subamostras de 50 sementgtudidas em
caixas plasticas contendo mistura de areia e tegentemente cultivada com
milho, na propor¢édo de 2:1 e umidade ajustada p@% da capacidade de
retencdo; as caixas foram mantidas a 10 °C, emraéfmia, por sete dias e,
entdo, transferidas para camaras de crescimeri®@ @nde foram avaliadas as
plantulas normais emergidas no sétimo dia (KRZYZAMEKI; VIEIRA;
FRANGCA NETO, 1999).

Analises isoenzimaticas

Realizadas com sementes colhidas com 48; 34,258628¢ umidade e
submetidas ao retardamento da secagem por 0, 6,48h sob 20 e 60 °C
(tratamentos escolhidos por representarem pontosness do experimento).

Subamostras de 100 mg do material macerado com RMBmM
acrescidas de 250 pl do tampéo de extracdo (TrlsOF2™ pH 8,0) e 0,1% de
B-mercaptoetanol. O material foi colocado em geladpor 12 horas e depois
centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos aos 4 °@levoforese em géis de

poliacrilamida foi desenvolvida em sistema descuuati(7,5% gel de separagéo
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e 4,5% gel de concentracdo). O sistema tampadegesido utilizado foi o Tris-
glicina pH 8.9. Para proceder a corrida eletrofoagtforam aplicados na
canaleta do gel 50 pL do sobrenadante e a coemlaada aos 4 °C, a 150 V,
por 4 horas. Ao término da corrida, os géis foravelados para as enzimas
esterase malato desidrogenasgalcool desidrogenasecatalase peroxidasee

superodxido dismutaseconforme Alfenas (2006).

Proteinas resistentes ao calor

Realizou-se pelo método NATIVA-PAGE com extracdol@®® mg de
sementes macerados em 1 mL de tampé&o de extra@aoM5de Tris-HCI pH
7,5; 500 mM de NaCl; 5 mM de MgCl 1 mM de PMSF); as amostras foram
centrifugadas a 16000 xg por 30 minutos a 4 “lwesiadante incubado em
banho-Maria a 85 °C por 15 minutos e novamente ritegado como
anteriormente; o sobrenadante foi vertido em tulme®s; antes da aplicagdo no
gel, 40 puL de tampao da amostra (2,5 mL de glic€db g de SDS; 20 mg de
azul de Bromofenol; Tris-HCI pH 7,5) foram adicidea em 70uL de cada
extrato, seguindo-se uma incubacdo em banho-Manmagua em ebulicdo por
cinco minutos; em seguida foram aplicados 50 plcalia amostra em gel de
poliacrilamida 12,5% (gel separador) e 6% (gel eatrador); o tampé&o de
corrida utilizado foi Tris-glicina + SDS pH 8,9 ecarrida eletroforética foi
realizada em sistema vertical, a temperatura argiemwvoltagem constante de
150V por quatro horas; apds a corrida, os géisrfocarados em solucdo de
Coomassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas ecdeslos em solucdo de
etanol 5%, acido acético 10% e dgua 85%, conforlfends (2006); a avaliacao
dos géis foi realizada sobre transluminador, seraitsiderada a variagdo de

intensidade das bandas.
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Andlise ultraestrutural

Realizada com sementes colhidas com 48; 34,2 é@8ébumidade e
submetidas ao retardamento da secagem por Ohnftegia) e 48h sob 60 °C
(tratamentos escolhidos por representarem pontosness do experimento).

As sementes de milho foram embebidas por 3 horadgema destilada e
0s eixos embriondrios extraidos e imersos em solfigativa (Karnovisk's
modificada - glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5%tampao cacodilato de Na
0,05M, pH 7,2, CaGl0,001M), por 24 horas. Em seguida foram lavadas em
tampéao cacodilato 0,05M por trés vezes, durantmibditos. A pds-fixacdo foi
feita em tetroxido de ésmio (Og% por uma hora.

Apds esse periodo, foram feitas lavagens com agesiilatia e
desidratacdo em gradiente de acetona a 25%, 50%, 98% e 100%,
permanecendo cerca de 10 min em cada. As amosttas levadas para o
aparelho de ponto critico, onde foi eliminado tadeesiduo de acetona, para
posterior montagem em stubs sob fita de carborgestimento com ouro.

A visualizacdo das amostras foi realizada em micqie eletrénico de
varredura LEO Evo40, com posterior digitalizacéo.

Atividade respiratéria

Realizadas com sementes colhidas com 48; 34,258628¢ umidade e
submetidas ao retardamento da secagem por 0, 6,48h sob 20 e 60 °C
(tratamentos escolhidos por representarem pontosness do experimento).

Em cada repeticdo, utilizaram-se 15 sementes da tadamento,
previamente embebidas durante 30 min, colocadasubos tipo falcon com
uma abertura na tampa vedada com boracha espgdffipedindo trocas

gasosas com o ambiente, mas permitindo a entradguilaa para retirada do ar
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e posterior leitura de G@ Q.. O aparelho PBI — Dansensor CHECKPOINF O
CGO, funciona com um leitor eletroquimico que absorpeosimadamente 15
mL da atmosfera da amostra e instantaneamente &t da quantidade de
CO, e O em porcentagem.

Esses valores foram, posteriormente, divididos pelasa de sementes
presente no tubo, e pelo tempo desde o lacraméhi@ leitura final (8 horas).
Calculando-se a respiragdo da massa de sementemateterminado periodo

de tempo.

3.4 Andlise estatistica

Foram realizadas as analises de variancias, dedacoom um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) emesqufatorial 5x3x6, sendo
cinco pontos de colheita, trés temperaturas etsgipos de retardamento da
secagem, seguidas pelas analises de regressao.

Para a atividade respiratéria, foram realizadadismsade variancia, de
acordo com um DIC, em um fatorial 3x2x4, sendo pré@stos de colheita, duas

temperaturas e quatro tempos de espera pela secagem
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Analise dos testes de viabilidade e vigor

Na figura 1, verifica-se que a porcentagem de gegdio nao foi
afetada quando o retardamento da secagem foiadaliem temperaturas mais
amenas (20 e 40 °C) com umidades de colheita abaix0,5% (Figuras 1B,
1C, 1D e 1E), ou seja, as sementes podem permamessas temperaturas por
até 48 horas sem prejuizos na viabilidade.

Contudo, quando as sementes foram colhidas conumitdade (48%)
ocorreram alteragdes na capacidade germinativacdel@a com o tempo de
retardamento da secagem (Figura 1A). Até aproximadge 12 horas, o
retardamento da secagem sob temperaturas de 20& g mostrou benéfico,
aumentando a capacidade germinativa das semeatestafmbém encontrado
em outros trabalhos (ROSA et al., 2004, 2005). Agsse periodo, houve uma
tendéncia de queda na germinacao.

Verificou-se, entretanto, perda significativa dabiidade quando as
sementes foram acondicionadas a 60 °C em todasnaades de colheita
(FIGURAS 1A, 1B, 1C, 1D E 1E). Nessa temperaturajeterioracdo e a
respiracdo sdo aceleradas, com consequente cordemeservas, além de
desnaturacdo de proteinas e alteracdes isoenzadtiovocando reducdes na
gualidade fisiolégica (RANGEL; SILVA; NERIS, 2003).

A linha vermelha (Figura 1) representa 70% de geagéo, que é o
padrao minimo para linhagens exigido pelo GoveredeFal (BRASIL, 2005).
Salienta-se que, no controle interno das empressduioras de sementes, a

exigéncia é maior, sendo considerado baixo 70%edaigacao.
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Figural Porcentagem de germinacdo de sementesilde da linhagem GNS25
colhidas com 48% (A), 40,5% (B), 34,2 (C), 29,4% €>23,5% (E) de teor
de a4gua e submetidas ao retardamento de secagetrésdbmperaturas. A
linha vermelha representa 70% de germinagéo.
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No ponto de colheita mais Umido, a germinacdo @msentes ficou
abaixo do padréo antes de 1 hora de espera pelgesesob 60 °C (Figura 1A).
Nos pontos de colheita de 40,5 e 34,2% de umidmleementes podem ficar
sob 60 °C por até, aproximadamente, 6 horas, sagiratalores de germinacdo
abaixo da exigéncia legal (Figuras 1B e 1C). Arfoleia a altas temperaturas
foi encontrada somente quando a colheita foi raddéizcom menores graus de
umidade, sendo que as sementes colhidas com 2346% de umidade podem
permanecer até 18 horas nessa temperatura senir atihgres abaixo do
exigido para a comercializacéo (Figuras 1D e 1E).

Estudos realizados com diferentes metodologiagckgem corroboram
com os resultados aqui apresentados concluindoatiae temperaturas sao
prejudiciais as sementes de milho, principalmentando estas se encontram
com alto teor de agua (EICHOL; PERES, 2008; JORG&.£2005; JOSE et
al., 2005; ROSA et al.,, 2004, 2005). A mesma relagétre umidade das
sementes e o efeito danoso de altas temperatudasseo verificada, também,
durante o retardamento da secagem.

No teste de emergéncia (Figura 2), o efeito dodataento da secagem
foi semelhante ao verificado para a porcentagengetminacdo. Ndo houve
variagdo quando o periodo de espera foi sob temypasade 20 e 40 °C,
mantendo-se acima de 95% de emergéncia, com exdagamheita mais Umida
(48%) (Figura 2A). Nesse ponto, observa-se um atordmyvigor das sementes
guando o retardamento da secagem se deu sob 40 #Epaproximadamente,
12 horas e, ap0s isso, uma tendéncia de queda.

A 60 °C ocorreu reducdo na porcentagem de emeggé@aciongo dos
periodos de espera antes da secagem, atinginde miu#o baixos, chegando a
nulidade antes de 30 horas nos pontos mais Umeloslteita (Figuras 2A, 2B

e 2C). Nos pontos de colheita mais tardios (2928,6% de umidade), houve
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maior tolerdncia a alta temperatura, observandoesgtyetanto, perdas

significativas (Figuras 2D e 2E).
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Figura2 Porcentagem de emergéncia de sementesilde da linhagem GNS25
colhidas com 48% (A), 40,5% (B), 34,2 (C), 29,4% €D23,5% (E) de teor
de a4gua e submetidas ao retardamento de secagem@stdmperaturas.
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A mesma tendéncia foi observada para os indicesetieidade de
emergéncia (Figura 3) nos quais se verificou umdgpsignificativa do vigor
das sementes somente quando o retardamento daemecacprreu sob
temperatura de 60 °C, com rapido declinio do indiee velocidade de
emergéncia.

Em temperaturas mais baixas (20 e 40 °C), o indéceelocidade de
emergéncia ndo foi comprometido com o retardamdatsecagem, atingindo
valores entre 8 e 10, aproximadamente.

Vale ressaltar a relagdo existente entre emergémiacanteiro e o
indice de velocidade de emergéncia (IVE). O redaltia emergéncia se refletiu
no IVE, mostrando sementes vigorosas com emergéapida, mesmo sob
condigbes adversas, o que também pode ser encmnérad varios outros
trabalhos (COAN et al., 2008; CONCEI(;AO et al., 20BREITAS et al., 2002;
TORRES, 1998).

Ja no teste de frio, a perda do vigor foi mais keidenciada (Figura 4).
Em geral, nos trés pontos de colheita mais Umidi®s40,5 e 34,2% de teor de
agua (Figuras 4A, 4B e 4C), observou-se tendéreiaeducdo no vigor das
sementes nas trés temperaturas estudadas. Somendeis UGltimos pontos de
colheita, com 29,4 e 23,5% de umidade (Figuras 4B)e a emergéncia apos o
teste de frio se manteve constante e alta em semgoe permaneceram sob
temperaturas amenas (20 e 40 °C) durante o retandarmia secagem.

Com estes resultados, evidencia-se a necessidad@pidi® inicio da
secagem artificial para evitar perdas, principat@euando a colheita for com
sementes com teor de agua superior a 34,2% de denid&rificou-se que a
emergéncia apds o estresse por frio é tanto meramta maior for a umidade de

colheita das sementes e maiores os periodos déamsento da secagem.
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de teor de agua e submetidas ao retardamento dmesecsob trés

temperaturas.
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Figura4 Teste de frio de sementes de milho dagiasm GNS25 colhidas com 48%
(A), 40,5% (B), 34,2 (C), 29,4% (D) e 23,5% (E) teor de &gua e
submetidas ao retardamento de secagem sob trésranorps.



42

Mufioz e Arboleda (1976) verificaram que a viabiidale sementes de
milho colhidas com teores de agua de 43 e 37% afie prejuizos quando
houve o retardamento do processo de secagem piodperde 0 até 3 dias.
Resultado este que corrobora com esta pesquis&seeea pela secagem tiver
sido feita sob temperaturas amenas, fato ndo dispeda no trabalho.

Ja Borba et al. (1998), trabalhando com colheit@ataentes a granel
com 16 e 21% de umidade, estudaram os efeitostdalagnento da secagem
por periodos entre 0 e 156 horas e concluiram gas a germinacédo, a
secagem pode ser retardada por um periodo de 856heras, para teores de
agua das sementes de 16 e 21%, respectivamente.réfagdo ao vigor, a
reducdo foi linear, evidenciando que quanto maiocgspera pela secagem,
maiores sdo as perdas ocasionadas. Corroborandoosamsultados de que
quanto maior a umidade de colheita, menor a tolémda estresses causados
pelo retardamento da secagem.

Scaranari (1997), estudando sementes de milho li@acuBR 3123
colhidas com 35% de umidade e tendo sua secagardada de 0 a 120 horas, a
temperatura ambiente, concluiu que ndo houve afferaa qualidade fisiolégica
das sementes por até 6 meses de armazenamentdelao, provavelmente, a
temperatura ambiente néo ter sido alta.

Em trabalhos similares com outras espécies, Eielhgd et al. (2003) e
Torres (2006) trabalhando com sementes de azevéal ansorgo granifero,
respectivamente, constataram que o0 retardamentoseatmgem afetava
adversamente a qualidade das sementes e queeikiesed tanto maior quanto
mais altos forem a umidade inicial e o tempo deerspcorroborando

claramente com os resultados obtidos nesta pesquisa
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4.2 Andlise isoenzimatica

Verificou-se que sementes mais vigorosas foramdabtiquando as
sementes foram colhidas com menores teores de Bgsa.fato provavelmente
se deve ao estadio mais avancado de maturacdcenEstes e a sua maior
toleréncia a altas temperaturas, fato intrinsecéneacionado com o acumulo
de proteinas resistentes ao calor, que acontecénab da maturacdo das
sementes (CHE et al., 2006; ROSA et al., 2005).

Esse acumulo foi evidenciado pela analise eletétiftr das proteinas
resistentes ao calor (Figura 5). A analise foiafeitn trés pontos de umidade de
colheita, 48, 34,2 e 23,5%, sendo 0s pontos exsémais Umido e mais seco) e
0 intermediario, o qual corresponde ao ponto deurdasde fisiologica de
sementes de milho, de acordo com Fessel et al1)200

T T T

48,0% 34,2% 23,5%

Figura5 Padréo eletroforético de proteinas registeao calor em sementes de milho
da linhagem GNS25 colhidas com 48, 34,2 e 23,5%ede de 4gua e
submetidas ao retardamento de secagem por 6, 28 horhs sob as
temperaturas de 20 e 60 °C. Testemunha represamzntes ndo submetidas
ao retardamento da secagem.

Verificou-se que a intensidade das bandas aumeatodongo da
maturacdo das sementes. Quando as sementes folaitlagocom 48% de
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umidade, ndo h& expressdo dessas proteinas, camgdexdos tratamentos
testemunha (0 hora) e 6 horas sob 20 °C. Estedijota a explicar o ganho de
viabilidade com o retardamento da secagem por Zt#ofdas, sob temperaturas
amenas, quando as sementes foram colhidas conuralttade (48%), como
visto no teste de germinacéo (FIGURA 1).

No ponto de maturidade fisiolégica (34,2% de umidacha uma
expressao intermediéria dessas proteinas, o qdierearma maior toleréncia a
altas temperaturas. E no ponto de colheita mai#ot§23,5% de umidade) ha o
maximo de expressdo dessas proteinas, explicaatimente o porqué dessas
sementes serem mais tolerantes ao estresse mtatiperaturas, como pode
ser verificado pelos testes de viabilidade e vigmracomentados.

Pelos resultados, pode-se afirmar que este sispgotaico pode ser
considerado como atuante mecanismo de protecaarcghincipalmente sob
altas temperaturas. Isso explica a maior qualidei@dgica nos pontos de
colheita com menor teor de agua nas sementes, cetardamento da secagem
sob 60 °C.

Rosa et al. (2005) verificaram que mediante préicionamento a
baixa temperatura (35 °C), ha condi¢cBes propicias @ sintese dessas
proteinas, induzindo tolerdncia a secagem sob t@typas mais elevadas.
Thomann et al. (1992), estudando o efeito de setalgmta durante o
desenvolvimento de sementes de milho, verificarammalo de proteinas
resistentes ao calor em fase correspondente aigiquisle tolerancia a
dessecacao.

Além disso, a andlise eletroforética de outros dergs enzimaticos
pode corroborar para um maior esclarecimento dgseatdo. O complexo
enzimatico antioxidante das sementes, responsaveipedir a acdo deletéria
de agentes oxidantes, a exemplo do peréxido deodédio (HO,), do
superoxido (@) e o radical hidroxila (O (CONTRERAS-PORCIA et al.,
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2010; FARRANT; BRANDT; LINDSEY, 2007), é represetitaneste trabalho
pelas seguintes enzimas: catalase (CAT), superégidmutase (SOD) e
peroxidase (PO). Vale ressaltar que o sistema tesaleantioxidante é mais
expressivo em sementes ortodoxas, como o milho (WR2R; BIRTIC, 2005;
SPANO et al., 2011).

Durante a dessecacdo das sementes, observa-seluml@aalesses
compostos e de radicais livres nas células (NTULhle 2011). A enzima
superéxido dismutase (SOD) é responsével por egaizlismutacdo do radical
superoxido (@) a peroxido de hidrogénio (B.), ja as enzimas catalase e
peroxidase, por sua vez, promovem a conversao I & agua e oxigénio
molecular, ambos ndo danosos as células (MITTLBB2R

As enzimas SOD (Figura 6A) e CAT (Figura 6B) apnémeam
resultados bem semelhantes. No ponto de colheiia @imido, com 48% de
umidade, houve expressado, mas em menor intensiNaderatamentos de 24 e
48 h sob 60 °C praticamente ndo houve expressdsagiesnzimas,
provavelmente pela desnaturacdo causada pelaeafigetatura. Isso ajuda a
explicar a perda da viabilidade e vigor acentuad® sementes desses

tratamentos.
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Figura 6 Padrdo eletroforético das enzimas supgoédismutase (SOD) (A), catalase
(CAT) (B) e peroxidase (PO) (C) em sementes deardi linhagem GNS25
colhidas com 48%, 34,2 e 23,5% de teor de Aagua lenetidas ao
retardamento de secagem por 6, 24 e 48 horas gemperaturas de 20 e 60
°C. Testemunha representa sementes ndo submetidastaadamento da
secagem.
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A expressdo dessas enzimas no ponto intermedi&riontidade de
colheita (34,2%) foi mais acentuada, devido ao déstémais avancado de
maturacdo dessas sementes, sendo que o aparatodamte esta funcionando
mais eficientemente se comparado ao ponto mais aimé colheita. E os
tratamentos de 24 e 48 h sob 60 °C também, prait@mndo apresentou
bandas.

Ja as sementes colhidas no ponto mais tardio (23pYesentaram a
maior intensidade de bandas das enzimas SOD e €A3so em todos os
tratamentos, inclusive os de maior estresse, dee 2B8h sob 60 °C. Isso
corrobora com o fato de que quanto mais tardia fovlheita, maior a tolerancia
a estresse por altas temperaturas verificada festes de qualidade fisioldgica,
tanto de viabilidade quanto de vigor.

Bonome (2006) e Silva (2007) observaram um incrémda atividade
da catalase em fases mais avancadas de deterieracdementes de citrumelo
‘swingle’ e seringueira, respectivamente. Ja Ballyal. (1996) e Jeng e Sung
(1994) verificaram reducédo na atividade da catatase o envelhecimento de
sementes de amendoim e girassol. Rosa et al. (2@€6ifraram que a tolerancia
de sementes de milho a temperatura de secage@)E&mbém estad associada a
atividade da enzima catalase e pouco relacionadatiéidades das enzimas
peroxidase e superéxido dismutase, essas duassiltimis relacionadas com o
processo de deterioracao.

Para a peroxidase (Figura 6C), a expressdo foi pwitrastante. Os
primeiros pontos de colheita (48 e 34,2% de umidamtaticamente né&o
apresentaram atividades, significando a auséndgaadenzima no complexo
antioxidante. Ja no ponto de colheita mais sec®¥28e umidade), a expressao
foi visivel e significativa, explicando a tolerdamcmais acentuada dessas

sementes quando submetidas ao estresse.
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Padrdes eletroforéticos de enzimas relacionadas oorprocesso
respiratorio também sdo de grande valia como mareadde qualidade
fisiolégica. Dentre as mais importantes estao achldesidrogenase (ADH) e a
malato desidrogenase (MDH).

A ADH atua no metabolismo anaerdbico, em que o albeido é
reduzido a etanol (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2008)s produtos
finais desse metabolismo fermentativo sdo toxi@a ps células, mas o etanol
parece ser o produto do metabolismo fermentativoomeleletério comparado
ao acetaldeido (ZHANG et al., 1994). Dessa formécaol desidrogenase pode
ser considerado um marcador de qualidade fisicdggior sua baixa atividade
representar um risco para a semente.

Verifica-se pela intensidade das bandas (Figura @4¢ no ponto de
colheita mais umido (48,0%), bem como no pontorimegiario (34,2%) houve
presenca das bandas em quase todos os tratam&uoente quando as
sementes passaram por um periodo de retardamesiecdgem maior que 24
horas a 60 °C, a expressdo ndo foi encontradae @iguifica a auséncia dessa
enzima ou inativacao por alta temperatura.

Esse resultado corrobora com Brandao Junior (19@@)observou uma
diminuicéo da intensidade das bandas dessa engima @aumento do tempo de
envelhecimento.

Ja em sementes colhidas no ponto de colheita ragdsot(23,5%)
observou-se a expressdo em todos os tratamentdisarido assim maior
tolerancia dessas sementes ao retardamento d&seeagaltas temperaturas.

Em milho, essa enzima apresenta dois locos fortemigados (Adhl e
Adh2), os quais sdo muito estudados sob o aspecteglilacdo da expresséo
génica por terem funcdo definida sob condi¢bes rahaas (TORGGLER;
CONTEL; TORGGLER, 1995).
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Padréo eletroforético das enzimas &lcesidiogenase (ADH) (A) e malato
desidrogenase (MDH) (B) em sementes de milho daagiam GNS25

colhidas com 48%, 34,2 e 23,5% de teor de &gua benatidas ao

retardamento de secagem por 6, 24 e 48 horas setmpsraturas de 20 e 60
°C. Testemunha representa sementes ndo submebtdestaadamento da
secagem.
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A enzima malato desidrogenase é uma enzima do d&l&rebs que
transforma o malato em oxaloacetato produzindo Wb, o qual é utilizado
para gerar energia. Desta forma esta enzima estdalia geracdo de energia
para processos metabdlicos importantes como a igagav das sementes. Além
disso, participa do movimento do malato por meiorgnbrana mitocondrial e
da fixagdo de C@das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A analise da banda comum no padrédo isoenzimatichlldBl (Figura
7B) revelou o mesmo padrdo da ADH, ou seja, ndanforencontradas
expressdes dessa enzima quando as sementes calbida48,0 e 34,2% de
umidade foram submetidas ao retardamento da seqage@d ou 48 horas a 60
°C. Ja no ponto de colheita mais tardio (23,5% rd@lade), a expressao pode
ser vista em todos os tratamentos, o que podeetarionado a qualidade
fisiologica das sementes.

Brand&@o Junior (1996) ndo observou correlacde® entatividade da
malato desidrogenase e a qualidade fisioldgicaotks Ide milho, e também
Satters, Abdel-Guany e Elbagoury (1994) verificargne essa enzima foi a
menos afetada pelos tratamentos de envelhecimensementes de soja.

A esterase (EST) participa da hidrélise de éstdeemembrana e esta
diretamente ligada ao metabolismo de lipidios (S®&ST MENEZES;
VILLELA, 2004). Muitos desses lipidios sao constitas de membranas, e sua
degradacdo aumenta quando se aumenta a deterioracédo

Pelo padrdo enzimatico da esterase (Figura 8)icaisE que sementes
colhidas com alta umidade (48,0 e 34,2%) submetatagetardamento da
secagem por mais de 24 horas 4 60 °C tém suas aniimtivadas ou
desnaturadas. E, sementes colhidas no ponto meds (88,5%) conseguem
tolerar melhor esse estresse e ainda mantém aivas enzimas, o que,

consequentemente, confere maior viabilidade e vigor
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Figura8 Padréo eletroforético da enzima esterBST) em sementes de milho da
linhagem GNS25 colhidas com 48%, 34,2 e 23,5% de tke 4gua e
submetidas ao retardamento de secagem por 6, 28 korhs sob as
temperaturas de 20 e 60 °C. Testemunha represaminges ndo submetidas
ao retardamento da secagem.

O resultado dessas trés enzimas (ADH, MDH e ESTyobora
perfeitamente com os resultados dos testes ddigad® e vigor realizado, onde
as sementes colhidas com umidades altas toleranosmerretardamento da
secagem, principalmente sob altas temperaturasedéntes colhidas com
menores teores de agua possuem maior tolerAncistagsse causado pelo

retardamento da secagem, propiciando plantulasviggisosas.

4.3 Andlise ultraestrutural

A analise ultraestrutural por meio da microscopiatrénica de
varredura pode ser uma interessante aliada patonampreenséo dos danos
causados pelo retardamento da secagem em sememigfial

Sabe-se que a manutencdo da integridade das mersbcetulares,
entre outros eventos, € um forte indicativo deradiées da qualidade das
sementes (SAATH et al., 2010).

As sementes colhidas com alto teor de agua, 48,6%undidade,

apresentam células ainda ndo totalmente formadas, e€spacos porosos,
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mesmo ndo submetidas ao retardamento da secagguna(PiA). Talvez pelo
fato de ainda néo ter atingido o Ponto de Matuedadiolégico, onde detém o
maior acumulo de massa seca. Mesmo assim, a meanbeda integra, e a
turgidez é um indicativo da auséncia de dano estiut

Quando submetidas ao retardamento da secagem paoras8sob 60 °C
de temperatura houve rompimento da membrana cetdar consequente
extravasamento do citoplasma (Figura 9B), o qusaiaperda da viabilidade e
funcionalidade celular com consequente morte daestan o que pode ser

verificado pelo teste de germinacéo.
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Figura 9

B
Imagens de embrides de sementes de naltinlthgem GNS25 obtidas por
meio de eletromicrografia de varredura. A imagem rdpresenta a
testemunha (sem retardamento da secagem) e a imdgeimobtida em
sementes com retardamento da secagem por 48 hoB&s°€, ambas
colhidas com 48,0% de umidade.
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Para o ponto de colheita correspondente ao pontanaeiridade
fisiologica das sementes, com 34,2% de umidadeu®&ig0A), as células das
sementes que ndo foram submetidas ao retardamentseahgem estavam
tirgidas e expandidas, o volume celular apresersaveom contelddo celular
intacto e células e sem contracdo. Essa alta qualigdxplica o alto vigor
encontrado nos testes fisioldgicos.

Ja as sementes submetidas ao retardamento dareqoagé8 horas sob
60 °C (Figura 10B) apresentaram rupturas da memlpksmatica, com perda
de material citoplasmatico e perda das funcdessyitamusando a morte da
semente. Evento este comprovado pelo baixo desémpans testes de

viabilidade e vigor.
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B

Figura 10 Imagens de embrifes de sementes de déllimhagem GNS25 obtidas por
meio de eletromicrografia de varredura. A imagemepresenta a testemunha
(sem retardamento da secagem) e a imagem B faleobtn sementes com
retardamento da secagem por 48 horas a 60 °C, albédas com 34,2% de
umidade.
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O padrado observado nos primeiros pontos de colkéifai alterado no
ponto de colheita mais tardio, com 23,5% de umid@deaforme visto nos testes
fisiolégicos, essas sementes apresentaram maeranaia ao estresse por alta
temperatura, e mesmo quando retardada a secagedBpooras sob 60 °C,
ainda sim mantiveram certo grau de viabilidadegei

Na figura 11A, observa-se que quando as sementes for@m
submetidas ao retardamento da secagem, suas cs&tulaantiveram tlrgidas,
intactas e com o material celular preenchendo wdespa¢o. Mas quando
submetidas ao retardamento mais drastico (48 har&® °C), houve uma
retrac@o celular com a perda brusca de agua pélaks (Figura 11B). Mas,
vale ressaltar, que ndo houve rompimento nem edemento celular, o que
demonstra que o dano causado pelas altas temparaétunais interno do que no
nivel de membrana.

Em trabalho semelhante com café, foram obtidosltesks similares,
com desestruturacdo de membranas e extravasamehitarcquando a
temperatura de secagem foi de 60 °C. E a tempasaimenores, houve a
manutencao do conteldo celular com retracdo dams€¢SAATH et al., 2010).

Carvalho et al. (1999) observaram que danos ingepnasionados pelas
condicBes adversas de temperatura e umidade dmibita ndo causam perda
de germinacédo e vigor de sementes de milho. Contjudndo o dano se d& no

eixo embrionario, na posicao perpendicular, haufejfisiologico.
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B
Figura 11 Imagens de embrifes de sementes de délimhagem GNS25 obtidas por
meio de eletromicrografia de varredura. A imagemepresenta a testemunha
(sem retardamento da secagem) e a imagem B faleobtn sementes com
retardamento da secagem por 48 horas a 60 °C, albédas com 23,5% de
umidade.
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4.4  Atividade respiratoria

A mensuracdo da atividade respiratéria de sem@uigs ser de grande
valia como um teste de vigor complementar. Sabgtse mitocbndrias em
sementes secas e no inicio do processo de embeb#daém um sistema
organizado de membranas, e a reorganizacdo oconedila que a hidratacé@o
prossegue e as mitocdndrias se tornam mais efisienat fosforilacdo oxidativa.

O desempenho do lote pode ser visualizado comoeqaésacia do
periodo de tempo necessario para que essas mit@dfiguem mais eficientes,
passem a executar funcbes respiratérias e o sisienraembranas se torne
melhor organizado (MARCOS FILHO, 2005).

A atividade e integridade das mitocéndrias de ebelsri viaveis
aumentam a partir do inicio da embebicao, o quetorais eficiente a producao
de ATP, refletindo a elevagdo do consumo de ox@éntonsequente elevagéo
na producédo de gas carbodnico (BEWLEY; BLACK, 19®gndo assim, o lote
mais vigoroso tende a respirar mais do que umdote menor vigor, em um
mesmo periodo de tempo (MENDES et al., 2009).

Na metodologia desta pesquisa, as sementes foradoebaas por
somente 30 minutos antes de comecar a avaliacaatividade respiratoria,
tempo este que, provavelmente, ndo foi suficieata p completa reorganizagéo
das membranas, principalmente das mitocéndriasedesma, as sementes que
apresentaram maior respiracdo foram as mais detéai®, com menor vigor e
Nao as mais vigorosas, Como se esperava.

Esse aumento da respiracdo nesse estigio do mratesggerminacao,
nas sementes mais deterioradas, deve ser relacia@madcentuado aumento do
metabolismo para recuperacdo de tecidos e estsutoms locais mais

comprometidos com o processo de deterioragéo.



59

Observa-se, na Figura 12, que a maior respiracéob®ervada em
sementes que foram colhidas com 48,0% de umidadeipalmente quando
submetidas ao retardamento da secagem sob altgeertdoras. E, como
verificado pelos testes de viabilidade e vigorasssementes apresentaram pior

desempenho.
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Figura 12 Respiracdo de sementes de milho da lemha@GNS25 submetidas ao
retardamento da secagem sob diferentes periodtsng®m e temperaturas.
Sendo o primeiro nimero referente a colheita, arsdg ao tempo de espera
(em horas) e o terceiro a temperatura (em °C).

Ja as sementes colhidas no ponto intermediarionitbade (34,2%) e no
ponto mais seco (23,5%) apresentaram menores saldee respiracao
independente do tempo de espera para a secagetarapkatura na qual foram
submetidas.

Esse resultado foi semelhante ao obtido em outaquisas com soja
(DODE et al., 2013) e girassol (DODE et al., 201d?)de as sementes menos
vigorosas apresentaram maior respiragdo em um mesriazlo de tempo.
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Recomenda-se uma melhoria na metodologia dese peis usando 30
minutos de embebicdo e oito horas de acondicionammentubo falcon, ndo se
conseguiu uma boa relacdo entre a analise da advidespiratéria e outros
testes de vigor, bem como a analise eletroforélieaenzimas ligadas ao
processo respiratério (FIGURA 7).

Mais pesquisas devem oferecer retaguarda para laresmento de
davidas remanescentes. Novas combinagbes de tempemtbebicdo e de
permanéncia nos tubos para sementes de milho desetastadas, a fim de se
definir uma metodologia mais exata, segura e caeamentificar lotes com
qualidades fisiolégicas diferentes.

E pode-se considerar a avaliacdo do vigor de semetd milho pela
mensuracdo da atividade respiratéria um meétodo ipsam porque consegue

discriminar os lotes, é rapido e baseado em fundmeeedricos bem aceitos.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Por meio do presente trabalho, conseguiu-se idmartifvalores e
tendéncias gerais sobre 0 processo de retardami@secagem em sementes de
milho. Esse processo é recorrente em empresastpraside sementes e deve
ser levado a sério por causar prejuizos reaindisagivos.

O comportamento da linhagem GNS25 em fun¢édo deodaeteento da
secagem provavelmente se repetira em outras lineamehibridos, tomadas as
devidas proporcdes e peculiaridades. Mas devem realizados estudos
especificos para cada material dentro das emppesdstoras de sementes.

Com esse conhecimento mais aprofundado e espedfficierao ser
obtidos valores exatos do periodo critico de peémeia dessas sementes em
situacdes de estresse, principalmente sob altgetataras.

Esse conhecimento proporcionard menores prejuizasceiros para as
empresas sementeiras, e talvez, mudancas nadagistiacordo com o material
gue chega a Usina de Beneficiamento de Sementes.

Recomenda-se, também, pesquisar o efeito do retarda da secagem
sob temperaturas entre 40 e 60 °C, o que podeifid@nimais claramente a

temperatura critica em que ha prejuizos fisiolGggara sementes de milho.
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6 CONCLUSOES

N&o ha perda de viabilidade das sementes de miltiolitagem GNS25
guando o atraso na secagem se da a temperatu2sedé0 °C por até 48 horas,
com umidade de colheita abaixo de 40,5%.

No ponto de colheita mais Umido (48%) ocorrem aifées na
viabilidade das sementes de milho, com incremento p&rcentual de
germinacgéo até 12 horas de retardamento da secage0 e 40 °C e declinio
apos esse periodo.

Héa queda no vigor das sementes de milho nos pomiis Umidos de
colheita com o retardamento da secagem, mesmesgietaturas mais amenas
(20 e 40 °C).

O retardamento da secagem sob 60 °C provoca quextduada da
viabilidade e do vigor das sementes de milho daaljlem GNS25 em todas as
umidades de colheita e periodos de espera.

Em geral, nos pontos de colheita mais Umidos, haomatividade
enzimatica e expressdo de proteinas resistenteal@ag o que é aumentando
com o avanco da maturacdo das sementes.

Sementes colhidas com 48 e 34,2% de umidade e Hdbmeno
retardamento da secagam por 48 horas sob 60 °@ t@&embrana plasmatica
rompida e perda de conteldo citoplasmatico. Jargemeolhidas com 23,5%
de umidade tém a membrana plasmatica retraidaintessa.

A atividade respiratdria € maior em sementes cathidais Umidas, por
estarem em processo de deterioragdo mais avancado.

Na linhagem GNS25, quanto mais tardia for a cahettaior sera a

tolerancia aos estresses fisioldégicos causadoggialamento da secagem.
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