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RESUMO

Estudos relacionados a maturacdo de sementes sdo importantes para a
determina¢do do momento adequado para a colheita e para a avaliagdo da
tolerancia a dessecacdo por essas sementes. Neste trabalho foram desenvolvidos
trés experimentos, com o objetivo de estudar as alteracdes nas sementes de sorgo
durante o desenvolvimento, bem como o efeito da temperatura de secagem e da
concentragdo de tanino na indu¢do de dorméncia durante o armazenamento ¢ a
qualidade das sementes colhidas com diferentes umidades. No primeiro,
sementes da cultivar BR 305, com 2,28g tanino/100g ¢ BR 310, com 0,52 g
tanino/100g, foram colhidas em 7 estadios de desenvolvimento (100, 103, 107,
113, 119, 121, 127 dias), com base no teor de agua das sementes. Em cada
época, dividiram-se as sementes em dois lotes, sendo um submetido & secagem a
35°C até o teor de 4gua de 12% e o outro sem secagem. Concluiu-se que o efeito
da secagem na germinacdo ¢ mais benéfico quando as sementes sdo colhidas
com maiores teores de dgua. No segundo ensaio, as sementes da cultivar BR 305
e BR 310 colhidas com teor de agua de 18-20% foram secas em secadores, sob
temperaturas de 35°C, 45°C e 35°/45°C e sob secagem natural até teor de dgua
de 12%. Apos secagem, as sementes foram armazenadas em camara fria, durante
0, 3 e 6 meses. Concluiu-se que ndo ha relagdo entre a concentracio de tanino e
a dorméncia em semente de sorgo. No ultimo ensaio, sementes da cultivar BR
310, colhidas com 19% e 27% de umidade, foram submetidas a secagem sob
temperaturas de 35°C, 45°C e 35°/45°C e armazenadas em ambiente
convencional e cAmara fria durante o periodo de 9 meses. A germinabilidade das
sementes aumentou com o armazenamento, quando foram secas a 35°/45°C,
sendo a melhor temperatura para as sementes colhidas com 19% de umidade.
Houve queda na porcentagem de sementes dormentes aos 3 meses de
armazenamento.

Palavras-chave: Temperatura de secagem. Tanino. Umidade. Sementes.



ABSTRACT

Studies related to seed maturation are important for the determination of
the moment suitable for collection and for evaluation of the tolerance to
dissection of those seeds. In this work were developed three experiments with
the objective of studying the alterations in sorghum seeds during development as
well as the effect of drying temperature and of tannin concentration in
dormancy induction during storage and quality of the seeds collected with
varying moisture. In the first one, seeds of cultivar BR 305 with 2.28g
tannin/100g and BR 310 with 0.52 g tannin/100g were collected at 7 times after
planting (100, 103, 107, 113, 119, 121, 127 days) based on the water content of
the seeds. In each time, the seeds were divided into two batches, one submitted
to drying at 35°C till the water content of 12% and the other without drying. It
follows that the effect of drying on germination is beneficial when seeds are
collected with higher water contents. In the second assay, the seeds of cultivar
BR 305 and BR 310 collected with water content of 18-20% were dried in dryers
at temperatures of 35°C, 45°C and 35/45°C and under natural drying till water
content of 12%. After drying, the seeds were stored in cold room for 0, 3 and 6
months. It is concluded that there is no relationship between tannin
concentration and dormancy in sorghum seeds. In the last assay, seeds of
cultivar BR 310, collected with 19% and 27% of moisture, submitted to drying
at temperatures of 35°C, 45°C and 35/45°C and stored in conventional
environment and cold room during the 9-month period. Germinability of seeds
increased with storage when dried at 35/45°C, their being the best temperature
for the seeds collected with 19%. There was a fall in the percentage of dormant
seeds at 3 months of storage.

Key words: Drying temperature. Tannin. Moisture. Seeds.
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1 INTRODUCAO

O sorgo ¢ a base alimentar de mais de 500 milhdes de pessoas, em mais
de 30 paises. Somente arroz, trigo, milho e batata o superam em termos de
quantidade de alimento consumido. Entretanto, a cultura do sorgo produz muito
menos do que seu potencial oferece (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2007).

Sua reconhecida versatilidade se estende desde o uso de seus graos
como alimento humano e animal, ¢ como matéria-prima para a producdo de
alcool anidro, bebidas alcodlicas, colas e tintas e suas paniculas, para a produgdo
de vassouras, até a extracdo de agucar de seus colmos e as inumeras aplicacdes
de sua forragem na nutri¢do de ruminantes. O sorgo pode substituir parcialmente
o milho nas ragdes para aves e suinos e totalmente para ruminantes, com
vantagem comparativa de menor custo de producdo. Além disso, a cultura possui
bom desempenho para a producdo de massa, sendo muito utilizada como
cobertura morta, proporcionando maior proteg¢do do solo contra a erosao.

Agronomicamente, os sorgos sdo classificados em quatro grupos:
granifero, forrageiro para silagem e ou sacarino, forrageiro para pastejo/corte
verde/fenagdo/cobertura morta e vassoura. Dos quatro grupos, o sorgo granifero
¢ 0 que tem maior expressdo econdmica e esta entre os cinco cereais mais
cultivados em todo o mundo.

A produgdo mundial de grdos de sorgo foi cerca de 61 milhdes de
toneladas, na safra 2009. A area total cultivada é de cerca de 40 milhdes de
hectares e entre os maiores produtores do mundo estdo a Nigéria, os Estados
Unidos e a India. Na América do Sul, a Argentina é o maior produtor, seguido
pelo Brasil, que estd entre os dez maiores produtores do mundo, com area
plantada de 830 mil hectares e producdo de 2 milhdes de toneladas

(AGRIANUAL, 2009).
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A cultura do sorgo teve um avango significativo no Brasil a partir da
década de 1970. Atualmente, Goias, Mato Grosso e Tridngulo Mineiro
concentram aproximadamente 85% de toda a producdo de sorgo granifero no
pais, principalmente em plantios de sucessdo as culturas de verdo. Existem
proje¢des sobre o potencial de expansdo da cultura no Brasil com aumento de
até seis vezes da area plantada, ainda nesta década, sem risco de excesso de
oferta. O século XX foi o século do trigo, do arroz e do milho; o século XXI
podera ser o século do sorgo (EMBRAPA, 2007).

Com a perspectiva de crescimento da cultura do sorgo, aumentara
significativamente a demanda por sementes com alta qualidade. Nesse cenario
ha a necessidade do aprimoramento de técnicas de producdo, colheita e secagem,
para garantir a sustentabilidade do sistema.

No entanto, as sementes de sorgo ainda sdao pouco estudadas em relagdo
a dorméncia e a qualidade fisiologica. Sabe-se que essas possuem dorméncia,
atribuida por alguns autores ao tegumento e, para outros, aos compostos
fendlicos e, ainda, pela interagdo entre hormonios. Entretanto, ndao havia
interesse dos pesquisadores em estudar o género Sorghum e, por essa razdo, ndo
ha uma extensa literatura sobre a dorméncia dessas sementes. Entretanto, esta
claro que essa dorméncia existe ¢ ¢ agronomicamente significativa em Sorghum
bicolor (SIMPSON, 1990).

Dessa maneira, objetivou-se, coma realizagdo desta pesquisa, estudar as
alteracdes nas sementes de sorgo durante o desenvolvimento, o efeito da
temperatura de secagem e a concentracdo de tanino na indugdo de dorméncia
durante o armazenamento, a qualidade das sementes colhidas com diferentes

umidades e as variagdbes da qualidade durante o armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do sorgo

O Sorghum bicolor (L.) Moench ¢, provavelmente, originrio da Africa
subtropical ou tropical, embora algumas evidéncias indiquem que possa ter
havido duas regides de dispersio independentes: a Africa ¢ a India. A
domesticagdo do sorgo, segundo registros arqueoldgicos, deve ter acontecido por
volta de 3000 a.C. Quando e como o sorgo se dispersou para fora da Africa ¢
matéria de grande controvérsia. O sorgo nao € nativo do hemisfério ocidental e,
nas Américas, ¢ de introdu¢do bem mais recente (EMBRAPA, 2007).

A partir da década de 1940, com o surgimento dos chamados "combine
types" ou sorgos graniferos, é que a cultura tomou um significativo incremento
em varias regides dos EUA. Nos anos 1960, o sorgo hibrido tornou-se um
incontestavel sucesso e a nova tecnologia rompeu fronteiras, tornando-se,
rapidamente, uma cultura muito popular em diversos paises. Entre o final dos
anos 1960 e inicio dos anos 1970, o setor privado entrou no agronegdcio do
sorgo com o sistema de produgdo e distribui¢do de sementes melhoradas. Nesse
momento, os hibridos de sorgo granifero de porte baixo recém-lancados na
Argentina chegaram ao Brasil por meio da fronteira gaicha (EMBRAPA, 2007).

O ciclo vegetativo da cultura é de aproximadamente 100 dias, sendo
considerada planta de dia curto, de clima temperado e tropical. Varderlip e
Reeves (1972) dividiram as fases de desenvolvimento do sorgo em 9 estadios.
No estadio 3, aproximadamente 30 dias apos semeadura, tem inicio da formacao
da panicula. O florescimento da panicula (estadio 6) se da de cima para baixo e,
em 4 a 9 dias ap6s o inicio do florescimento, ja se tem meia floracdo; nessa fase

50% do peso seco da planta ja foi atingida. No estddio 7, ap6s 70 dias, o grdo ¢
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considerado leitoso e ja atingiu metade do peso seco. No estadio 8, % do peso
seco do grio ja foram acumulados, sendo considerado pastoso. No estadio 9
ocorre o ponto de maturidade fisioldgica, caracterizada pelo maximo actimulo de
massa seca e com a grau de umidade dos graos variando entre 25% a 35%.

A partir da maturidade fisiologica, o acimulo de massa seca cessa e o de
massa fresca diminui. As plantas s3o mantidas no campo até as sementes
atingirem um teor de 4gua em torno de 18%, valor ideal para uma colheita que
provoque menos danos (SILVA et al., 2001). Porém, essas plantas, no campo,
estdo expostas a intempéries ¢ a pragas e a doengas, prejudicando a qualidade
das sementes.

A determinacdo do ponto de colheita, bem como o monitoramento dos
estagios finais de maturacdo, permite conhecer o comportamento dessas
sementes sem prejuizos para a qualidade fisioldgica, além de ser importante para

a sensibilidade delas a temperatura de secagem.

2.2 Composi¢ao quimica das sementes

A composi¢dao quimica das sementes varia com a espécie, a época de
colheita, os fatores genéticos e as cultivares, sendo influenciada por fatores
ambientais, como disponibilidade de agua, temperatura, fertilidade do solo e
praticas culturais (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Conhecer a constituicdo das sementes ¢ fundamental para que se possam
estabelecer padroes, visando a utilizacdo como fonte basica de alimento para o
homem ou animais, ou para a sua utilizagdo na industria. Muitas substancias
presentes nas sementes atuam como protetoras contra ataque de passaros, pragas
e doengas, podendo também influenciar na germinacdo, na longevidade das

sementes e no vigor das plantulas (MAGALHAES; DURAES, 2003).
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As principais substancias de reserva nas sementes sdo carboidratos,
6leos e proteinas. No caso do sorgo, essa composi¢do ¢ de 11% de proteina,
3,3% de lipidios e 74% de carboidratos (WATT; MERRIL, 1963). No entanto,
outros compostos podem também estar presentes, a exemplo dos alcaloides,
fenois e fito-hormonios.

Basicamente, as reservas das sementes tém como fungdo a manutengao e
o desenvolvimento do embrido at¢ a formacdo de uma plantula com a
capacidade de manter-se de forma autotrofica (FERREIRA; BORGHETTI,
2004).

Os carboidratos, ou hidratos de carbono, formam aproximadamente 83%
da matéria seca total das sementes dos cereais. Os mais importantes desse grupo
sdo o amido, que ¢ predominante, a celulose, a hemicelulose, as pentosonas, as
dextrinas e os acgucares (KENT, 1971). Os carboidratos classificados como
monossacarideos sdo substincias simples, existentes em maior quantidade na
natureza na forma de glicose; oligossacarideos sdo polimeros compostos de
monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas, em nimero que varia de duas,
até, aproximadamente, dez unidades, entre os quais se destaca a sacarose €, por
ultimo, os polissacarideos, substancias de alto peso molecular, na sua maioria
soluveis em agua, e os insoluveis, geralmente encontrados nas paredes celulares,
com a fun¢do de reforgar a estrutura dos vegetais (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Os acucares totalizam uma pequena porcentagem entre os carboidratos
presentes na semente. Esses monossacarideos sdo armazenados no endosperma,
com decréscimo no teor de amido (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Além do amido, os acucares ndo redutores sdo importantes durante o
desenvolvimento das sementes, sendo considerados os principais responsaveis
pela aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo (HOTTIGER et al., 1994). Esses
acucares sdo eficientes em estabilizar macromoléculas e a estrutura de

membranas durante a dessecagdo. Por outro lado, a alta concentragdo de
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acucares redutores, como glicose, frutose, galactose e maltose, nas sementes
esta associada a sua deterioracao (KOSTER; LEOPOLD, 1988).

Em sementes ortodoxas, o periodo de enchimento dos graos ¢ sucedido
por um periodo caracteristico de secagem. A sacarose pode ser acumulada ao
final desse processo, sendo degradada logo no inicio da germinagdo. Em
sementes ortodoxas, atribui-se, como sendo a principal funcdo da sacarose, a
propriedade de estabilizarem membranas e, com isso, poderem permanecer secas
por um longo periodo (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Koster e Leopold (1988) estudaram o armazenamento de sementes de
milho e verificaram o desaparecimento de agucares, como sacarose ¢ rafinose e
o aumento de outros, como glicose e frutose, quando essas sementes perderam a
viabilidade.

Os lipidios, outra substancia de reserva em sementes, sdo considerados
fontes de energia mais eficientes que os carboidratos (MARCOS FILHO, 2005),
abrangendo um numero muito vasto de substincias, razdo pela qual ndo ¢
possivel defini-los exatamente. Sdo considerados, de maneira geral, como
compostos geralmente insoluveis em agua, mas soliiveis em solventes organicos.
Existem, no entanto, exce¢des, embora raras, quanto a solubilidade desses
compostos (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Por serem insoluveis, os lipidios sdo fundamentais para estabelecer uma
interface entre o meio intracelular e o extracelular. Sdo armazenados em
organelas especificas, conhecidas como corpos lipidicos, sob a forma de
triglicerideos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Esses triglicerideos sd@o formados por trés moléculas de acidos graxos e
uma molécula de glicerol ¢ as alteragdes quimicas nos acidos graxos insaturados,
resultantes da peroxidagdo dos lipidios, afetam as propriedades estruturais e
funcionais das membranas, aumentando a sua permeabilidade e contribuindo

para que as sementes percam nutrientes importantes durante a embebicdo.



15

Embora a peroxidagao de lipidios seja indicada como uma das principais
causas da deterioracdo de sementes, alguns autores ndo associaram essa reagao
com a deterioracdo em sementes de soja (PRIESTLEY; LEOPOLD, 1983), e de
milho (LINN; PEARCE, 1990).

As proteinas sdo componentes essenciais para as células vivas, sendo
encontradas em todos os tecidos das sementes, com maior concentragdo no
embrido e na camada de aleurona. A sintese de proteina comeca apos a completa
hidratac@o das células. No entanto, o tempo de embebicdo das sementes varia de
acordo com a espécie, podendo ocorrer dentro de poucos minutos ou demorar
varias horas (KENT, 1971).

O principal sistema de classificacdo de proteinas vegetais, com base na
solubilidade, foi desenvolvido por Osborne (1924). Tal sistema classifica quatro
grandes grupos de proteinas: albuminas, globulinas, prolaminas e as gluteninas.
As glutelinas e as prolaminas representam de 80% a 90% do total de proteinas
para a maioria dos cereais, como trigo, milho, cevada, centeio e sorgo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Contudo, existem classificagdes que se
baseiam na fungdo dessas proteinas, a exemplo das proteinas de reserva,
estruturais e de protegdo, além dos critérios baseados em relagdes bioquimicas e
moleculares, representadas pelas enzimas e nucleoproteinas (BEWLEY, 1979).
Em sementes de sorgo, a composicdo média dessas proteinas ¢ de 6% de
albuminas, 10% de globulinas, 46% de prolaminas e 38% de glutelinas
(BEWLEY; BLACK, 1985).

A redugdo na quantidade de proteinas durante a deterioracdo das
sementes pode ser o principal responsavel pelo seu declinio metabolico, seja por
um extensivo dano no sistema de sintese de proteinas (ESPINDOLA et al.,
1994) ou devido a sintese ou ativagdo de grande quantidade de enzimas

proteoliticas (BEWLEY; BLACK, 1982).
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Além desses constituintes, as sementes possuem, em sua composi¢ao,
outras substancias ndo menos importantes, porém, em menor quantidade.

Os recentes avancos na quimica, por meio de métodos modernos de
extragdo, t€ém contribuido para um conhecimento mais acurado de intimeros
compostos secundarios. Muitos desses compostos sdo potencialmente
aleloquimicos, variando em concentra¢do, composicdo e localizacao nas plantas
(TAIZ; ZEIGNER, 2004). Os compostos mais comuns pertencem aos grupos
dos 4cidos fendlicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides, alcaloides,
glicosideos, cianogénicos, derivados do acido benzoico, taninos ¢ quinonas
complexas (MEDEIROS, 1990).

Os taninos, embora encontrados em outras partes da planta, estdo
presentes nas sementes, particularmente na estrutura do tegumento. Sao
compostos de alto peso molecular, contendo fendlicos, hidroxilas ou outros
grupos macromoleculares. Formam, com agua, solugdes coloidais de sabor
adstringente e tém a propriedade de precipitar proteinas e varios alcaloides em
solu¢do (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Quimicamente, os taninos sdo classificados em dois grupos principais
denominados taninos hidrolisaveis (TH) e os taninos condensados (TC) ou
proantocianidinas (LEWIS; YAMAMOTO, 1989; SALUNKHE; CHAVAN;
KADAM, 1990).

No campo, esses compostos fendlicos e seus derivados podem servir
como defesa quimica contra passaros, como no caso de sorgo, em que a planta
ndo tem nenhuma protecdo para as sementes (MAGALHAES; DURAES, 2003)
e maior resisténcia ao desenvolvimento de fungos causadores de podridao no
grao antes da colheita (HARRIS; BURNS, 1973).

Outros compostos, como os fito-horménios, funcionam como
substancias mediadoras dos processos fisiologicos que interferem diretamente na

germinacdo das sementes. Transformam sinais ambientais especificos em
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respostas bioquimicas, produzindo modificagdes no estado fisiologico da
semente, seja por meio da transcricdo diferencial, da repressdo génica, da
ativagdo do RNA mensageiro ou, ainda, por alteracdo da permeabilidade da
membrana. As modificacdes nas propriedades fisicas das membranas afetam
diretamente a taxa de hidratagdo, a liberagdo de enzimas, o transporte idnico, o
pH e o conteudo de inibidores (DAVIES; ALBRIGO, 1994).

As auxinas, por exemplo, durante o processo de germinacdo, estdo
envolvidas na permeabilidade das membranas e elongagdo celular. Esse
hormoénio tem relagdo direta com crescimento vegetal (CASTRO;
GONCALVES; DEMETRIO, 1985; CASTRO; VIEIRA, 2001; ROSS, 1992).
Por outro lado, as giberelinas estdo envolvidas tanto na superagdo da dorméncia
como no controle de hidrélise das reservas, pela inducdo da sintese de novo da
a-amilase, enzima responsavel pela hidrolise do amido (LEVITT, 1974).

Outra classe de fito-hormonio bastante conhecida € a citocinina, que tem
grande capacidade de promover divisdo celular e participa do processo de
alongamento e diferenciacdo. Auxilia na germinacdo das sementes, uma vez que
podem estar envolvidas no controle genético, no controle da tradugdo e na
regulacdo de fungdes proteicas, na permeabilidade de membranas e nos niveis de
giberelinas (VIEIRA; CASTRO, 2000).

O ctileno, fito-horménio na forma gasosa (C,H4), ¢ um potente
regulador de crescimento que afeta varios processos do desenvolvimento das
plantas, como crescimento, diferenciagdo e senescéncia (SMALLE;
STRAETEN, 1997). O principal local de produgdo do etileno nas sementes € o
embrido e inicia-se imediatamente apds o inicio da embebi¢do de dagua,
aumentando com o tempo, sendo o padrdo de producdo na germinacdo bastante
variavel (ESASHI; KATOH, 1975).

O fito-hormonio etileno pode ainda estimular a germinagdo e superar a

dorméncia em varias espécies (ABELES; MORGAN; SALTVEIT JUNIOR,
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1992). Apesar de o efeito do etileno ter sido reportado ha mais de setenta anos,
muitas questdes permanecem sem resposta e, embora seja aceito o seu efeito na
germinacdo de sementes, seu mecanismo de agdo ¢ ainda pouco compreendido
(ESASHI, 1991).

Em muitas espécies, ao final do processo de maturacdo, sao acumuladas
quantidades significativas de acido abscisico (ABA) nas sementes, coincidindo
com a queda nos niveis de giberelinas e de auxinas. O ABA induz e bloqueia a
expressio de diversos genes (NICOLAS; RODRIGUES, 1997) e proteinas
diversas, a exemplo das Lea’s (BARDUCHE et al., 1999). Embora se
desconheca a identidade dos transcriptos, acredita-se que eles estejam
envolvidos na dorméncia e que a inibi¢do da sintese e ou a remocao ativa dos
mesmos sejam necessarias para a progressio da germinagdo (NICOLAS;
RODRIGUES, 1997). O ABA também inibe a expressdo de genes que codificam
enzimas envolvidas na degradacdo de reservas, como amilases e proteinases,
cuja sintese ¢ promovida pelo acido giberélico (BARDUCHE et al., 1999).

As proteinas resistentes ao calor sdo de fundamental importincia nas
sementes ortodoxas, por possuirem importante papel na protecdo das estruturas
citoplasmaticas das sementes, durante a desidratacdo. A deteccdo e o acumulo
nas fases finais do desenvolvimento tém sido correlacionados com a aquisig¢ao
de tolerancia a dessecacdo em varias espécies (KERMONDE, 1997), ocorrendo
mudancas no padrdo dessas proteinas durante a maturagdo (BEWLEY; BLACK,
1994).

2.3 Maturacédo das sementes

O momento ideal para a colheita baseia-se no acompanhamento do
desenvolvimento das sementes com base em modificagdes como tamanho, teor

de 4gua, conteido de matéria seca, germinagdo e vigor. Em varios trabalhos,
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realizados com maturagdo de sementes de diversas espécies, o conteudo de
matéria seca tem sido considerado o melhor e mais seguro indicativo de que as
sementes atingiram a maturidade fisiologica (DIAS, 2001). Para sementes de
sorgo, o maximo acimulo de matéria seca ocorre quando o teor de agua esta em
torno de 23% a 30% (KERSTING; STICKLER; PAULI, 1961).

A maturidade fisioldégica ndo é uniforme, variando dentro da mesma
planta. Tillmann et al. (1985) observaram estreita relagdo entre a perda de grau
de umidade e o acréscimo de matéria seca nas sementes, para as trés por¢des da
panicula, em sorgo BRS 501, durante o processo de maturagdo. Verificaram,
ainda, que a maior germinagdo e o maximo acimulo de matéria seca ocorreram
aos 47 dias apo6s a antese, considerando a por¢do apical e em torno de 54 dias
apods a antese, para a por¢do média e basal. A germinagdo das sementes tem
inicio de 6 a 10 dias ap6s a antese (DELOUCHE, 1971) e atinge 0 maximo no
periodo de 15 a 20 dias a partir do inicio do florescimento.

Andrade e Oliveira (1988), estudando a maturagdo fisiologica da
semente de sorgo sacarino, verificaram que os maiores indices de germinacdo e
vigor foram obtidos quando as sementes estavam com a umidade em torno de
30%, correspondendo ao intervalo de 35 a 44 dias apo6s a floragao.

Ao avaliarem o efeito da colheita em diferentes estadios de maturacdo
sobre a qualidade fisiolégica das sementes de cinco cultivares de sorgo
granifero, Costa et al. (2001) concluiram que a melhor época de colheita esta
em torno de 30 dias apos a floragdo, para as cultivares IPA 86002502, IPA
73001011, TPA 8602527 ¢ IPA 8602528 e, aos 44 dias, para a cultivar IPA
7300201.

Sales (1978), no entanto, observou o maximo de germinagdo para as
sementes de sorgo NK 233 colhidas aos 29 dias ap6s a floragdo. O maximo de
vigor foi obtido para as sementes colhidas aos 45 dias e o maior valor de peso

seco das sementes foi atingido aos 41 dias apds a floragdo. Considerando-se
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peso seco, volume, germinagdo e vigor, o ponto de maturagdo fisiologica das
sementes ocorreu aproximadamente aos 45 dias apds a floragdo e, nesse ponto,
as sementes continham teor de dgua em torno de 30%.

De acordo com Borba et al. (1993), o maximo de germinagdo e vigor
encontrado para as sementes de sorgo das cultivares BR 007 A ¢ BR 007 B foi
aos 33 dias, correspondendo a um grau de umidade em torno de 42% e 43%. O
maximo de matéria seca foi encontrado aos 52 dias apos a floracao.

Sdo muitas as variagdes encontradas na literatura, provavelmente devido
aos diferentes locais, épocas de semeadura e, principalmente, ao tipo de cultivar
utilizada em cada experimento. Mesmo com tais divergéncias, é essencial ter
parametros e conhecimento da cultura para aproximar o maximo do ponto de
colheita. Para Carvalho e Nakagawa (2000), o momento adequado para a
colheita de sementes de sorgo ¢ com o teor de dgua entre 16% a 18%.

No momento da colheita, além do estadio de maturagdo, o conteudo de
dgua nas sementes ¢ importante para a sensibilidade delas a temperatura de

secagem, garantindo a sua qualidade ao longo do armazenamento.

2.4 Secagem e tolerancia a dessecacao

Em varias espécies vegetais de importdncia econdmica, as sementes
podem ter seu grau de umidade reduzido, mantendo a viabilidade e o vigor
durante longos periodos de armazenamento a baixas temperaturas. Essas
sementes sdo denominadas ortodoxas e toleram a dessecagdo pds-colheita com
grau de umidade em torno de 4% (HONG; ELLIS, 1996; ROBERTS, 1973).

Sabe-se que sementes ortodoxas, como as de sorgo, passam por uma
reducdo natural do teor de 4gua no processo de desenvolvimento, ficando em um
estado seco e quiescente, o que possibilita seu armazenamento e sobrevivéncia

nas varias condicdes ambientais. Essa desseca¢do tem papel importante em
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terminar o desenvolvimento e preparar a semente para eventos germinativos
apos a reidratagdo. Essas sementes ndo germinam e também ndo apresentam
sintese de enzimas essenciais a germinagdo, se ndo passarem pela secagem
natural que ocorre na pods-maturacdo ou se ndo forem submetidas a secagem
artificial em determinado estadio do seu desenvolvimento (BEWLEY, 1979;
KERMODE; BEWLEY, 1989).

Durante o processo de secagem, ocorrem diversas mudangas bioquimicas
nas células das sementes. Dentre essas mudangas, esta a sintese de determinadas
proteinas na fase final de maturagdo, conhecidas como LEA (late embriogenesis
abundant) proteinas (BEWLEY; BLACK, 1994), cuja detec¢do e acumulo, nas
fases finais do desenvolvimento das sementes, tém sido correlacionados com a
aquisicao de tolerancia a dessecacdo, em varias espécies (KERMONDE, 1997).

Faria et al. (2004) verificaram alteragdes no perfil das proteinas
resistentes ao calor nas sementes de milho, em diferentes estadios de maturagao.
Menor intensidade de bandas foi observada quando as sementes ndo foram
submetidas a secagem e maior intensidade, quando as sementes foram secas,
demonstrando o acimulo dessa proteina durante a secagem. Para esses autores,
ficou evidenciado também o fato de a secagem induzir o aparecimento de bandas
dessa proteina em sementes de milho colhidas com alto teor de agua.

As LEAs proteinas acumulam-se em embrides de sementes de milho e
cevada, durante os estadios mais tardios do desenvolvimento, em fase
correspondente a aquisicao de tolerancia a dessecacao (LEPRINCE; HENDRY;
MCKERSIE, 1993) e durante a secagem lenta (ROSA et al., 2004), e a sua
expressdo cessa rapidamente apés a germinacdo (BLACKMAN et al., 1992).
Essas proteinas sdao de fundamental importincia nas sementes ortodoxas, por
possuirem importante papel na protecdo das estruturas citoplasmaticas das
sementes durante a desidratagdo. No final da maturagdo, a secagem favorece o

acumulo de acgucares soluveis (sacarose, estaquiose e rafinose) que também
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exercem protecdo contra efeitos negativos da desidratagdo e contribuem para a
estabilidade do sistema de membrana, ao favorecer a preservacdo das relagdes
hidrofilicas associadas a atividades de proteinas durante a desidratagdo
(MARCOS FILHO, 2005).

Dessa maneira, o processo de secagem artificial das sementes deve ser
conduzido cuidadosamente, em func¢do dos teores de dgua que cada espécie
exige e da temperatura que cause menos danos durante esse processo. Uma
secagem incorreta pode causar injurias ao sistema de membrana, o que ocasiona
redugdo no potencial de armazenabilidade dessas sementes, além da possivel

indugdo da dorméncia em sementes de sorgo, provocada por altas temperaturas.

2.5 Dorméncia em sementes

Com a maturidade fisioldgica, as sementes se desligam da planta-mae
aptas a germinar. Durante o desenvolvimento, o contetido de agua reduz o que
diminui gradualmente o metabolismo do embrido, mantendo-o com um
metabolismo minimo. E, quando todos os fatores ambientais sdo favoraveis a
germinacdo e, mesmo assim, a mesma ndo ocorre, essas sementes sdo
consideradas dormentes.

A dorméncia ¢ uma caracteristica determinada por fatores genéticos,
mas a sua indug@o ocorre devido a influéncia do ambiente durante a maturagéo.
Como ¢ atribuida a varias causas, pode-se esperar que um mesmo fator do
ambiente possa apresentar efeitos variaveis, de acordo com a espécie
considerada, dependendo do mecanismo endogeno envolvido (MARCOS
FILHO, 2005).

Hartmann et al. (1997) consideram como possiveis causas da dorméncia
em sementes a impermeabilidade do tegumento a entrada de agua e gases, a
resisténcia mecanica a expansdo do embrido ou a presenca de substancias

inibidoras da germinago. H4, ainda, a dorméncia morfoldgica, que pode ocorrer
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quando o embrido ¢ considerado rudimentar ou imaturo ¢ a dorméncia interna, a
qual pode ser dividida em dorméncia fisiologica, que tende a desaparecer com o
armazenamento; dorméncia interna intermediaria, induzida pelos envoltorios ou
tecidos de armazenamento das sementes ¢ a dorméncia do embrido, o qual,
mesmo separado da semente, tem dificil germinagao.

Em sementes de sorgo (Sorghum vulgare), a dorméncia secundaria pode
ser induzida, secando-as a temperatura de 46°C-48°C e reduzindo sua umidade
para cerca de 7% (NUTILE; WOODSTOCK, 1967). Segundo Marcos Filho
(2005), a inibigdo da germinagdo pode ser provocada por substincias presentes
na cobertura ou na parte interna das sementes, que bloqueiam o metabolismo
preparatério para a geminacdo ou impedem o livre acesso do oxigénio ao
embrido ou a liberagdo de gas carbonico. S3o conhecidos varios tipos de
inibidores da germinagdo. Dentre eles, destacam-se taninos, acidos fendlicos,
aldeidos e alcaloides.

Os taninos sdo metabolitos secundéarios e ndo participam de vias
metabolicas responsaveis pelo crescimento e reproducdo (TAIZ; ZEIGNER,
2004). A quantidade desse metabolito varia nas cultivares de sorgo, conferindo
uma ag¢do antinutricional, principalmente para os animais monogastricos. A
presenca do tanino no grido de sorgo depende da constituigdo genética do
material. No passado, era comum encontrar classificacdo de sorgo dos grupos I,
II e III, representando teores baixos, médios e altos de tanino. Hoje, sabe-se que
o tanino esta presente ou ausente no grio (MAGALHAES; DURAES, 2003).

O tanino no sorgo tem causado bastante controvérsia. Apesar de
algumas vantagens agrondmicas, como a resisténcia a passaros e doengas do
grdo, ele causa problemas na digestdo dos animais, pelo fato de formar
complexos com proteinas. Queiroz (1979) observou que o teor de tanino foi
altamente correlacionado com a germinagdo das sementes e que, de modo geral,

a dorméncia ndo perdura por mais de trés meses. As sementes de sorgo tendem a
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perder a dorméncia com o armazenamento, ndo se sabe realmente se devido a
uma exposicdo a baixas temperaturas ou a reducdo de compostos fenolicos no

tegumento.

2.6 Armazenamento e deterioracao

O armazenamento ndo melhora a qualidade de um lote de sementes. Essa
qualidade ¢ adquirida durante o processo de desenvolvimento e pode ser perdida
por processos deteriorativos, que podem se iniciar nessa fase. Quando as
sementes se deterioram, elas perdem vigor progressivamente, apresentando
reducdo na velocidade e na uniformidade de emergéncia, menor resisténcia a
condigdes adversas, decréscimo na propor¢do de plantulas normais e,
finalmente, perdem a viabilidade ou a capacidade de germinar (HALMER;
BEWLEY, 1984).

Dentre as principais alteragdes envolvidas na deterioragdo, destacam-se o
esgotamento das reservas; a alteracdo da composi¢do quimica, como a oxidagao
dos lipidios, das enzimas envolvidas na deterioragdo de sementes ¢ a quebra
parcial das proteinas; a redugdo da integridade e o aumento da permeabilidade, e
a desorganiza¢do das membranas celulares. Embora a deterioragdo progrida com
a elevacdo do grau de umidade das sementes, os mecanismos celulares
funcionais de reparo sdo mantidos pelo metabolismo durante a respiragdo
aerobica (IBRAHIM; ROBERTS, 1983).

A perda da viabilidade das sementes, no processo de deterioracdo, ¢é
precedida por redugdo na capacidade de sintetizar proteinas, devido ao declinio
de componentes como ribossomos, RNA mensageiro e altera¢des na transcrigao
e na tradugdo. Com o envelhecimento das sementes (VIEIRA, 2002) ocorre a
degradagdo de macromoléculas e, consequentemente, a diminui¢ao de atividades

bioquimicas das sementes (COOLBEAR, 1995).
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O mecanismo de degradagdo de membranas e macromoléculas durante o
envelhecimento tem sido objeto de pesquisas nas ultimas décadas. Uma
variedade de oxidagdes enzimaticas e espontaneas pode ocorrer para gerar
radicais livres, que podem causar a destruicdo de grandes polimeros, incluindo
os lipidios de membranas. Os radicais livres sdo grupo de atomos com um
elétron ndo pareado, o que os torna altamente reativos e instaveis. Os mais
importantes nesse contexto sdo os radicais hidroxila (OH"), superoxido (O,) e o
peroxido de hidrogénio (H,O,). Uma vez presente sna célula, esses radicais
livres podem iniciar reagdes oxidativas em cadeia, altamente danosas,
especialmente com acidos graxos poli-insaturados, formando hidroperoxidos de
lipidios (COOLBEAR, 1995; DESAI; KOTECHA; SALUNKHE, 1997).

As superoxidos dismutase (SOD) sdo um grupo de enzimas encontradas
no citoplasma celular e na matriz mitocondrial que catalizam a reacdo de
dismutagdo de radicais superéxidos livres (O,") para oxigénio molecular (O;) e
perdxido de hidrogénio (H,0,), um composto menos reativo (SCANDALIOS,
1993). E considerada chave na regulagdo de concentragdes intracelulares de
radicais superoxidos e peroxidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

No entanto, o acimulo de peroxido de hidrogénio na célula também ¢
toxico, podendo leva-la a morte, principalmente na presenca de ferro. Para
reduzir esse efeito fitotoxico, as enzimas catalase e peroxidase transformam esse
produto em oxigénio molecular e agua, sem a producdo de radicais livres
(MCDONALD, 1999).

Com a deterioragdo das sementes, outras enzimas podem estar
relacionadas com a perda da viabilidade das sementes, a exemplo da esterase, a
qual esta envolvida em reagdes de hidrolise de ésteres. Este grupo de enzimas
hidroliticas libera acido graxo dos lipidios, os quais sdo usados na B-oxidagao,

como fonte de energia para os eventos germinativos. Enquanto muitos desses
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lipidios sdo provenientes de lipossomos, alguns sdo constituintes de membranas,
cuja degradagdo aumenta com a deterioragdo. Santos, Menezes ¢ Vilela (2005)
observaram aumento na atividade de esterase durante o armazenamento de
sementes de feijao, sendo mais expressivo na cultivar de menor qualidade
fisiologica.

Aung e Mcdonald (1995), ao avaliarem a atividade da esterase durante a
deteriora¢do de sementes de amendoim, observaram um decréscimo na atividade
total com o aumento de deterioracdo, tanto em sementes embebidas como néo
embebidas.

A enzima malato desidrogenase (MDH) exibe poucas mudangas
qualitativas durante o desenvolvimento de um organismo. Essas enzimas sdo
encontradas em associagdo a uma grande quantidade de organelas subcelulares,
apresentando diferengas na regulacdo da atividade em varios sitios
(SCANDALIOS, 1974). Por se tratar de uma enzima importante na respiracao, o
aumento do nimero ¢ ou da intensidade de coloragdo de bandas em sementes
submetidas a periodos longos de armazenamento pode ser atribuido ao aumento
da respiragdo que ocorre em sementes que se encontram em processo de
deterioracdo avancado, uma vez que enzimas envolvidas na respiracdo podem
ser ativadas em sementes de qualidade reduzida (SHATTERS et al., 1994).

Quando a via anaerobica da respiragdo ¢ ativada, produtos toxicos as
células, como acetaldeido e etanol, sdo acumulados, contribuindo para a
deterioracdo das sementes. No metabolismo anaerobico, o piruvato,
primariamente produzido na glicdlise, € convertido para acetaldeido pela agdo da
enzima piruvato descarboxilase e o acetaldeido é, entdo, reduzido para etanol
pela alcool desidrogenase (ADH).

A ADH esta envolvida no processo de conversdo de acetaldeido a etanol
e o acumulo de acetaldeido tem sido relacionado com a deterioragdo das

sementes. Zhang et al. (1994) relatam que, quando a atividade da enzima alcool
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desidrogenase diminui, a semente fica mais susceptivel a agdo deletéria do
acetaldeido, o que pode ser um importante fator que acelera a deterioracdo das

sementes durante o armazenamento.

3 CONSIDERACOES GERAIS

Com a perspectiva de crescimento da cultura do sorgo e o consequente
aumento na demanda por sementes, o aprimoramento de técnicas de produgéo,
colheita e secagem torna-se necessario. O conhecimento prévio da qualidade de
um lote de sementes e do potencial de armazenamento desse lote é importante
para a industria sementeira.

Dentre as varias etapas pelas quais as sementes passam apos a colheita, o
armazenamento assume importante papel, o que torna necessario os estudos
relativos ao processo de deterioracdo das sementes. A reducdo no potencial de
armazenamento estd diretamente relacionada ao processo complexo e inevitavel
da deterioracdo, porém, passivel de ser minimizado com técnicas adequadas de
secagem e conservagao.

Dessa maneira, estudar o comportamento das sementes durante o
desenvolvimento e o armazenamento, bem como as mudangas bioquimicas e as
concentragdes de compostos, torna-se necessario para a manutencdo da

qualidade dessas sementes por periodos mais longos.
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ARTIGO 1 - ASPECTOS BIOQUIMICOS, FiSICOS E FISIOLOGICOS
DO DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE SORGO COM
DIFERENTES TEORES DE TANINO

Preparado de acordo com as normas da revista Interciéncia — Versao preliminar

RESUMO - O momento ideal para a colheita ¢ baseado no acompanhamento do
desenvolvimento das sementes considerando modifica¢cdes como tamanho, teor
de agua, conteudo de matéria seca, germinagdo e vigor. Dessa maneira,
objetivou-se, com a realizagdo desta pesquisa, avaliar as alteragdes bioquimicas,
fisica e fisiologica ocorridas durante o desenvolvimento das sementes de sorgo
com diferentes concentracoes de tanino. Foram utilizadas sementes das
cultivares BR 305 e BR 310, colhidas em sete estadios de desenvolvimento (100,
103, 107, 113, 119, 121, 127 dias ap6s a semeadura), baseado-se no teor de
agua. As sementes colhidas em cada época foram divididas em dois lotes, sendo
um submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar a 35°C, até que
atingissem a umidade de 12% e o outro lote ndo foi submetido a secagem. A
qualidade fisiologica das sementes foi avaliada por meio dos testes de
germinacdo, viabilidade pelo teste de tetrazolio, condutividade elétrica e perfis
enzimaticos. Foi determinada, ainda, a concentragdo de tanino nas sementes em
cada estddio de desenvolvimento. Pelos resultados, pode-se observar efeito
benéfico da secagem na germinagdo, quando as sementes t€m maiores teores de
agua. Nas sementes sem secagem, a porcentagem de dorméncia € maior quando
comparada a das sementes secadas. Para a cultivar BR 305, a secagem favoreceu
a concentracdo de tanino em sementes colhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento. O mesmo ocorreu para a cultivar BR 310, em sementes
colhidas aos 100, 103 e 119 dias apds semeadura. Para os perfis enzimaticos,

foram observadas maiores atividades das enzimas alcool desidrogenase, malato
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desidrogenase, catalase, a-amilase e esterase, em sementes da cultivar com baixo

teor de tanino BR 310 e apos a secagem.

Palavras-chave: germinagio, colheita, maturagdo, Sorghum bicolor
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BIOCHEMICAL, PHYSICAL AND PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF
THE DEVELOPMENT OF SORGHUM SEEDS WITH DIFFERENT
TANNIN CONTENTS

ABSTRACT - The ideal moment for collection is based upon the monitoring
of the development of seeds on the basis of modifications such as size,water
content, dry matter content, germination and vigor. In that manner, it was aimed
in this research work to evaluate the biochemical, physical and physiological
alterations occurred during the development of sorghum seeds with different
tannin concentrations. Seeds of cultivars BR 305 and BR 310 collected at seven
developmental stages (100, 103, 107, 113, 119, 121, 127 days after sowing)
based upon water content were utilized. The seeds collected at each time were
divided into two batches, one submitted to drying in air circulation oven at 35°C
till they reached the moisture of 12% and the other was not submitted to drying.
The physiological quality of seeds was evaluated by means of germination test,
viability by the tetrazolium test, electric conductivity and enzyme profiles.
Further, the tannin concentration in the seeds in each developmental stage was
determined. From the results, effect beneficial from drying on germination can
be observed when the seeds have increased water content. In the seeds without
drying, the percentage of dormancy is higher when compared with the ones of
the dried seeds. For cultivar BR 305, drying supported tannin concentration in
seeds collected at different developmental stages. The same occurred for cultivar
BR 310 in seeds collected at 100, 103 and 119 days after sowing. Fro the
enzyme profiles were found increased activities of alcohol dehydrogenase,
malate dehydrogenase, catalase, a-amylase and esterase in seeds of the low

tannin cultivar, BR 310 and after drying.

Key words: germination, collection, maturation, Sorghum bicolor
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O acompanhamento das sementes durante o desenvolvimento ¢ feito por
meio de modificagdes, como tamanho, teor de dgua, conteudo de matéria seca,
germinacdo e vigor. Em varios trabalhos, realizados com maturagdo de sementes
de diversas espécies, o conteido de matéria seca tem sido considerado como o
melhor e mais seguro indicativo de que as sementes atingiram a maturidade
fisiologica (Dias, 2001).

Varderlip e Reeves (1972) relatam que, apos 70 dias a partir da floracao,
no estadio 7, o grdo de sorgo ¢é considerado leitoso e ja atingiu metade do peso
seco. No estadio 8, % do peso seco da semente ja foram acumulados, sendo
considerado pastoso. O estddio 9 marca o ponto de maturidade fisiologica,
caracterizado pelo maximo acumulo de massa seca e com o teor de agua
variando entre 25% a 35%. Para Kersting et al. (1961), esses valores variam de
23% a 30% do teor de agua.

A maturidade fisioldégica ndo é uniforme, variando dentro da mesma
planta. Tillmann et al. (1985) observaram estreita relagdo entre a perda de grau
de umidade e o acréscimo de matéria seca nas sementes, para as trés por¢des da
panicula em sorgo BRS 501, durante o processo de maturagdo. Verificaram,
ainda, que a maior germinagdo e o maximo acimulo de matéria seca ocorreram
aos 47 dias apo6s a antese, considerando a porg¢do apical e em torno de 54 dias
apo6s a antese, para a por¢do média e basal. A germinacdo das sementes tem
inicio de 6 a 10 dias apo6s a antese (Delouche, 1971) e atinge o maximo no
periodo de 15 a 20 dias a partir do inicio do florescimento.

Sales (1978) avaliou a maturagdo de sementes de sorgo NK 233,
observando maiores valores de germinagdo aos 29 dias apos a floragdo. O
maximo de vigor foi obtido para as sementes colhidas aos 45 dias e o peso seco
e o volume das sementes foram atingidos aos 41 dias. Considerando-se peso

seco, volume, germinagdo e vigor, o ponto de maturacdo fisiologica das
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sementes ocorreu, aproximadamente, 45 dias ap6s a floragdo e, nesse ponto, as
sementes continham teor de 4gua em torno de 30%.

De acordo com Borba et al. (1993), o maximo de germinagdo e vigor
encontrado para as cultivares BRO0O7A e BRO07B foi aos 33 dias,
correspondendo a um grau de umidade em torno de 42% e 43%. O maximo de
matéria seca foi encontrado aos 52 dias ap6s a floragao.

Em varias espécies vegetais de importdncia econdmica, as sementes
podem ter seu grau de umidade reduzido, mantendo a viabilidade e o vigor
durante longos periodos de armazenamento a baixas temperaturas (Hong e Ellis,
1996). Essa dessecagdo tem papel importante em terminar o desenvolvimento e
preparar a semente para eventos germinativos apos a reidratagdo. Essas sementes
ndo germinam ¢ também ndo apresentam sintese de enzimas essenciais a
germinagdo se ndo passarem pela secagem natural ou se ndo forem submetidas a
secagem artificial em determinado estddio do seu desenvolvimento (Bewley,
1979; Kermode e Bewley, 1989).

Durante o processo de secagem, ocorrem diversas mudangas bioquimicas
nas células das sementes. Dentre essas mudangas esta a sintese de determinadas
proteinas na fase final de maturagdo, conhecida como LEA (late embriogenesis
abundant) proteinas (Bewley e Black, 1994), cuja detecgdo e acimulo nas fases
finais do desenvolvimento de sementes tém sido correlacionados com a
aquisicao de tolerancia a dessecac¢do em varias espécies (Kermonde, 1997).

No entanto, a secagem pode causar injirias no sistema de membrana,
desencadeando mecanismos enzimaticos, com alteragdes nos constituintes
celulares. O comprometimento da estrutura celular facilita o contato da enzima
polifenoloxidase, exclusiva de plastideos, com compostos fenolicos,
armazenados preferencialmente nos vactiolos, tornando inevitavel a oxidagao de

fendis que, convertidos a quinonas, podem reagir com proteinas, inclusive a
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propria polifenoloxidase, explicando sua menor atividade (Amorim e Josephson,
1975).

Uma variedade de oxidagdes enzimdticas e espontaneas também pode
ocorrer, gerando radicais livres. Os mais importantes nesse contexto sao os
radicais hidroxila (OH"), superoxido (O;) e o peréxido de hidrogénio (H,O,)
(Coolbear, 1995; Desai et al., 1997).

O acumulo dessas substancias na célula € téxico, podendo leva-la a
morte, principalmente na presenga de ferro e, para reduzir esse efeito fitotoxico,
as enzimas catalase e peroxidase transformam esse produtos em oxigénio
molecular e dgua, sem a producgao de radicais livres (McDonald, 1999).

Outras enzimas podem ser relacionadas com a perda da viabilidade das
sementes, a exemplo da esterase. Esse grupo de enzimas hidroliticas libera acido
graxo dos lipidios, os quais sdo utilizados na B-oxida¢ao, como fonte de energia
para os eventos germinativos.

A enzima malato desidrogenase (MDH) exibe poucas mudangas
qualitativas durante o desenvolvimento de um organismo. Essas enzimas sdo
encontradas em associagdo a uma grande quantidade de organelas subcelulares,
apresentando diferencas na regulag@o da atividade em varios sitios (Scandalios,
1974).

Quando a via anaerobica da respiragdo ¢ ativada, produtos toxicos as
células, como acetaldeido e etanol, sdo acumulados, contribuindo para a
deterioracdo das sementes. No metabolismo anaerdbico, o piruvato,
primariamente produzido na glicdlise, € convertido para acetaldeido pela agdo da
enzima piruvato descarboxilase e o acetaldeido ¢, ento, reduzido para etanol
pela alcool desidrogenase (ADH).

Além das alteracGes enzimaticas durante o desenvolvimento, a redugio
do conteudo de agua mantém o embrido com metabolismo minimo, sendo

ativado com a reidrata¢do. Nesse caso, quando todos os fatores ambientais sdo
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favoraveis € germinagdo e mesmo assim ela ndo ocorre, essas sementes sdo
consideradas dormentes.

Em sementes de sorgo (Sorghum vulgare), a dorméncia secundaria pode
ser induzida, com o avango da secagem sob temperatura de 46°C-48°C,
reduzindo sua umidade para cerca de 7%. Segundo Marcos Filho (2005), a
inibi¢do da germinagdo pode ser provocada por substincias presentes na
cobertura ou na parte interna das sementes, que bloqueiam o metabolismo
preparatorio para a geminacdo ou impedem o livre acesso do oxigénio ao
embrido ou a liberacdo de gas carbonico. S3o conhecidos varios tipos de
inibidores da germinagdo, como taninos, acidos fenolicos, aldeidos e alcaloides.

A presenca do tanino no grdo de sorgo depende da constitui¢do genética
do material. No passado, era comum encontrar classificacdo de sorgo dos grupos
I, IT e III, representando teores baixos, médios e altos de tanino. Hoje, sabe-se
que o tanino esta presente ou ausente no grao (Magalhdes e Duraes, 2003).

Queiroz (1979) observou que o teor de tanino foi altamente
correlacionado com a germinagdo das sementes e que, de modo geral, a
dorméncia ndo perdura por mais de trés meses. E, como as sementes de sorgo
tendem a perder a dorméncia com o armazenamento, ndo se sabe realmente se
isso ¢ devido a uma estratificacdo a baixas temperaturas ou a reducdo de
compostos fenolicos no tegumento.

Na auséncia de informagdes precisas, as alternativas disponiveis para
determinar a época ou o ponto mais favoravel para a colheita consistem na
avaliacdo do grau de umidade e utilizacdo de caracteristicas morfoldgicas de
partes da planta. Dessa maneira, objetivou-se, com a realizacdo desta pesquisa,
avaliar as alteracbes bioquimicas, fisica e fisioloégica ocorridas durante o

desenvolvimento das sementes de sorgo com diferentes concentra¢des de tanino.
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MATERIAL E METODOS

As andlises foram conduzidas no Laboratorio Central de Andlise de
Sementes e Laboratoério de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). A semeadura foi realizada, em dezembro de 2007, na area
experimental do Departamento de Agricultura (UFLA), onde predomina o solo
do tipo Latossolo Vermelho Escuro. As corregdes de fertilidade e pH do solo
seguiram as recomendagdes da 5* aproximagdo (Ribeiro et al., 1999).

O solo foi preparado de maneira convencional, de acordo com
recomendagdes para a cultura. Cada tratamento foi constituido de 4 parcelas,
compostas de 6 linhas de 5 m, com espagamento de 0,5 m entre linhas e 12
plantas por metro linear, totalizando 30 m?. A érea util de cada parcela foi
constituida pelas 4 linhas centrais. Para a adubac¢@o de plantio, utilizaram-se 400
kg/ha da formula¢do 8-20-10 e, para adubagdo de cobertura, foi utilizado o
sulfato de amoénio, na dosagem de 350 kg/hd, parcelado em duas aplicagdes,
sendo a primeira aos 30 dias apds o plantio e a segunda, aos 45 dias. O controle
de invasoras, assim como o controle de pragas ¢ doengas, foi realizado sempre
que necessario.

A colheita das sementes foi realizada em diferentes épocas. A primeira
colheita foi realizada quando as sementes atingiram o estddio 7, conforme
descrito por Varderlip e Reeves (1972), caracterizado pelo griao leitoso, com
umidade aproximada de 48%. As demais colheitas foram realizadas quando
estas atingiram aproximadamente 43%, 40%, 35%, 30%, 25% ¢ 20% de grau de
umidade, o que correspondeu a 100, 103, 107, 113, 119, 121 e 127 dias apos a
semeadura. As paniculas foram colhidas e as sementes debulhadas
manualmente. Parte dessas sementes foi seca em estufa de circulagdo de ar, com
temperatura de 35°C, até atingir 12% de grau de umidade e a outra parte ndo foi

submetida a secagem.



43

A qualidade das sementes foi avaliada pelos testes de umidade,
germinacgdo, tetrazolio, condutividade elétrica de massa, andlise enzimatica e
quantificacdo de tanino. A determinagdo do grau de umidade foi realizada pelo
método da estufa, a 105°C, durante 24 horas, conforme as Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 2009). No teste de germinagdo, o substrato para semeadura
foi o papel do tipo “Germitest”, umedecido com agua destilada, em quantidade
de 2,5 vezes o peso seco do papel. As sementes foram colocadas em germinador
regulado, a temperatura de 25°C e a avaliagdo realizada aos 4 ¢ aos 10 dias apos
a semeadura. Foram consideradas como plantulas normais aquelas que
possuiam, no minimo, duas raizes seminais e raiz principal maior que 5 cm. As
sementes remanescentes de cada tratamento do teste de germinagdo foram
cortadas longitudinalmente, com uso de um bisturi. A metade de cada semente
foi colocada em recipiente de plastico escuro, imersa em solu¢do de sal de
tetrazolio a 0,5%, durante 2 horas, em temperatura constante de 30°C. Apos a
coloracdo, as partes da semente foram avaliadas com o auxilio do microscépio
estereoscopico para a determinacdo da viabilidade.

Na realizagdo do teste de condutividade elétrica de massa, as sementes
foram pesadas e colocadas em copos plésticos, contendo 75 ml de agua
deionizada. Apds 24 horas de embebicdo, a 25°C, foi realizada a leitura, com
auxilio de um condutivimetro de massa e os resultados expressos em uS/cm/g,
de acordo com metodologia descrita por Krzyzanowski et al. (1999).

Para a quantificacdo de tanino, as sementes foram trituradas e pesaram-
se 5g, colocando-se em tubos de ensaio e acrescentando 30 ml de metanol 80%.
Essa mistura foi fervida por um periodo de 20 minutos, em refluxo, na chapa
elétrica para tubo 150°C. A quantificagdo foi realizada pelo método quimico-
colorimétrico de Folin-Dennis e as leituras realizadas em espectrofotdmetro, a

760 nm.
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Na realizagdo da analise enzimatica, em cada estddio de
desenvolvimento das sementes foram retiradas duas amostras de 100 sementes e
armazenadas a temperatura de -86 °C. Para a extracdo da enzima a-amilase, as
sementes foram embebidas em papel tipo ‘Germitest’, a 25°C, por um periodo
de 96 horas. Decorrido esse periodo, o eixo embrionario foi descartado e
trituradas somente as sementes na presenca de PVP e nitrogénio liquido. Para as
demais enzimas, as sementes foram maceradas sem embebicdo. Para a extragao
das enzimas foi utilizado o tampdo Tris HCI 0,2 M pH 8,0 + (0,1% de B
mercaptoetanol), na propor¢do de 250 pL por 100 mg de amostra. O material foi
homogeneizado em voértex e mantido overnight, em geladeira, seguido de
centrifugagdo a 16.000 xg, por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforética foi
realizada em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5%
(gel concentrador) e, para oa-amilase, foi acrescentado 0,5% de amido. O
sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 pL
do sobrenadante da amostra e a corrida efetuada a 120 V, por 6 horas. A
revelacdo foi realizada conforme Alfenas et al. (1991), para catalase (CAT),
esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase (ADH) e a-
amilase. Para andlise eletroforética de proteinas resistentes ao calor e a
determinacdo da atividade da polifenoloxidase, as sementes foram embebidas
nas mesmas condi¢des citadas, mas por periodo de 5 horas.

Para a extragdo das proteinas resistentes ao calor, as sementes foram
maceradas na presenga de solucdo tampao (50 mM tris-HCI 7,5; 500 mM NacCl;
5 mM MgCl, ; 1 mM PMSF), na propor¢do de 1:10 (peso material: volume
tampao de extragdo) e transferidas para microtubos. O material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado, a 16.000 xg, por 30 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi colocado em banho-maria, a 85°C, por 15 minutos ¢ novamente
centrifugado. Posteriormente, 70uL. do sobrenadante foram misturados a 40 puL

de solugdo tampao (2,5 ml de glicerol, 0,46 g de SDS e 20 mg de azul de
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Bromofenol) e colocados em banho-maria, com agua em ebuli¢do, por cinco
minutos. Foram aplicados 50 puL no gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%
(gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a
120V, por 6 horas e o gel corado em Coomassie Blue a 0,05% (Alfenas et al.,
1991), durante 12 horas e descorado em solugdo de &cido acético 10%.

A determinacdo da atividade da enzima polifenoloxidase foi realizada de
acordo com o método descrito por Draetta ¢ Lima (1976), em que as sementes
de sorgo foram previamente moidas, em moinho refrigerado, a 4°C,
adicionando-se nitrogénio liquido. A cada 5 g de amostra, foram adicionados 40
mL da solugdo tampao de fosfato de potassio 0,1 M pH 6,0 e homogeneizando-
se em vortex, por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas em papel
de filtro Whatman n° 1, a vacuo. Na determinagdo desta enzima, foi utilizado
extrato da amostra sem o DOPA (L-3,4-dihydroxyphenyalanina) como branco e
realizada a curva padrdo. A leitura da atividade da enzima polifenoloxidase foi
realizada em espectrofotometro Schumaz e os resultados expressos em U/min/g.

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados,
no esquema fatorial de 7x2, sendo sete estadios de desenvolvimento, com e sem
secagem. Realizou-se analise de regressdo para as variaveis quantitativas. Foram

utilizadas 4 repeti¢des de 50 sementes em cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados sobre variagdo da temperatura média do ar, pluviometria e
umidade relativa, de dezembro de 2007 a maio de 2008, podem ser observados
na Figura 1. A colheita das sementes ocorreu no periodo de 26 de margo a 21 de
abril de 2008. Os teores de agua em que foram colhidas as sementes estdo

apresentados na Figura 2. Eles variaram de 48,5% a 21,9%, para lote com alto
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tanino (BR 305) e de 46,0% a 24,7%, para lote com baixo tanino (BR 310).
Observa-se que o grau de umidade das sementes decresceu a partir da primeira
colheita, ocorrida aos cem dias ap6s a semeadura.

Foram observadas interagdes significativas dos fatores secagem e
estadio de desenvolvimento para ambos os lotes, para todos os testes realizados.

Pelos resultados dos testes de germinacao (Figura 3), em sementes nao
submetidas a secagem, no lote com alta concentracdo de tanino (BR 305),
observou-se reducao nos valores de germinagdo a partir dos 107 e até 119 dias,
com aumento aos 121 dias. A maior porcentagem de sementes umidas que
apresentavam dorméncia ocorreu quando essas estavam com 35% de umidade,
aos 113 dias (Figura 4).

No entanto, para as sementes secas do mesmo lote, observou-se redugdo
na porcentagem de germinacdo até os 107 dias, sendo mantida até o ultimo
estadio de desenvolvimento. Com a secagem, a porcentagem de sementes
dormentes foi nula (Figura 4).

Os maiores valores de germinagdo foram observados quando as
sementes foram colhidas com 22% de grau de umidade e nido submetidas a
secagem. Para alguns autores, esses valores sdo de 30% de teor de agua (Sales,
1978; Andrade e Oliveira, 1988) e de 42% (Borba et al., 1993).

Para as sementes do lote com baixo teor de tanino (BR 310) e ndo
submetidas a secagem (Figura 3), houve comportamento semelhante ao do lote
BR 305, em relagdo a germinagdo, tendo ocorrido aumento até 113 dias nesse
valor, com a maxima germinac¢do coincidindo com a redugdo no teor de agua
(Figura 3). A germinacdo das sementes da cultivar BR 310, independentemente
da secagem, foi superior a da cultivar BR 305 (alto teor de tanino), em todos os
estadios de desenvolvimento. Para Muscolo et al. (2001), os compostos
fendlicos inibem as enzimas glicose-6-fosfato de-hidrogenase, glicose fosfato

isomerase e aldolase, que estdo relacionadas com a sintese de agticares, levando
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a menor germinagdo das sementes. Esses compostos podem também inibir a
atividade da enzima o-amilase (Figura 8B), em que se observa atividade em
todos os estadios de desenvolvimento para as sementes da cultivar BR 310 apoés
secagem.

Em relacdo a porcentagem de dorméncia (Figura 4), nas sementes
submetidas a secagem, os resultados sdo semelhantes aos observados em
sementes do lote BR 305 e BR 310. Nas sementes sem secagem do lote BR 310,
houve um incremento na porcentagem de sementes dormentes até um valor
maximo de 12%, aos 107 dias, quando elas apresentavam grau de umidade de
40%. A partir desse estadio, ocorreu queda nesses valores, sendo nula aos 121 ¢
aos 127 dias, quando colhidas com 25% e 20% de teor de agua. Para o lote BR
305, o valor méximo de sementes dormentes ocorreu aos 113 dias, quando estas
apresentavam 35% do grau de umidade, com posterior queda nesses valores,
coincidindo com a redugao no teor de agua.

Analisando-se os resultados da concentragdo de tanino (Figura 5),
verifica-se que, apds a secagem, as sementes apresentaram reducdo na
concentragdo de tanino até um minimo de 327,8 mg/100g, aos 119 dias apods
semeadura, para sementes do lote BR 310, com posterior aumento. No entanto,
para as sementes sem secagem, observou-se aumento da concentragdo de tanino
nos estadio de desenvolvimento, atingindo a maior concentracdo aos 127 dias.
Nesse mesmo periodo e condigdo, registrou-se redugdo na porcentagem de
dorméncia das sementes desse lote (Figura 4).

Para Butler (1982), durante a maturagdo, ha uma variagdo no conteudo
de tanino, com declinio nas sementes maduras, o que ¢ variavel em diferentes
cultivares. Nas sementes secas da cultivar BR 305, houve redugdo da
concentragdo de tanino com o avango do processo de maturacdo e maiores
valores de tanino quando comparados aos das sementes ndo secas. A

concentragdo de tanino ndo variou muito com o estadio de desenvolvimento,
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sendo registrada a menor concentragdo de tanino para essas sementes, aos 119
dias apds semeadura.

Pode-se verificar, ainda, que, para o lote BR 305, a secagem favoreceu a
concentragdo desse composto em sementes em diferentes estadios de
desenvolvimento. No entanto, para o lote BR 310, a secagem ndo favoreceu a
concentragdo, observando-se maior diferenca para a primeira época. Com base
no peso seco, o teor de tanino atinge o maximo no inicio do processo de
maturagao (Butler, 1982).

Na Figura 6 observa-se que, a partir dos 107 dias, para as sementes sem
secagem do lote BR 310, foram registrados os maiores valores de lixiviacdo
medidos pelo teste de condutividade elétrica. Comportamento inverso foi
demonstrado pelas sementes secas. Ja para o lote BR 305, ndo houve grandes
variagdes para as sementes que receberam ou ndo a secagem. De modo geral,
verifica-se reducao nos valores da condutividade, ao longo do desenvolvimento.

Com o avango dos estadios de maturagdo ocorre a organizagdo estrutural
das membranas celulares, o que explica a reducdo nos valores de condutividade
elétrica. A secagem natural ou artificial promove a estruturacdo de membranas,
no entanto, para o lote com baixo tanino (BR 310), a secagem artificial parece
ser menos danosa para o sistema de membranas do que a natural.

Em relagdo a enzima polifenoloxidase (Figura 7), a atividade foi maior
em sementes do lote com baixa concentra¢do de tanino (BR 310), aos 100 e aos
103 dias ap6s a semeadura, naquelas sementes submetidas a secagem. Logo ap6s
o terceiro estadio de maturagdo, no entanto, observou-se inversdo nessa
tendéncia, com maior atividade da enzima nas sementes que ndo foram
submetidas a secagem.

No entanto, para o lote com alta concentragdo de tanino (BR 305),
menor atividade foi observada em sementes submetidas a secagem,

independente do estddio de desenvolvimento. Para as sementes sem secagem,
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houve aumento na atividade da enzima ao longo do desenvolvimento, sendo
mais acentuado a partir dos 107 dias, com o maximo valor de atividade aos 127
dias.

A redugdo da atividade da enzima polifenoloxidase em sementes secas
do lote BR 310 coincide com a redugdo da concentracao de tanino (Figura 5) e
menores valores de condutividade elétrica (Figura 6). Isso demonstra que, com a
manutencdo da estrutura da membrana das sementes, reduz-se a presenga dessa
enzima, que se mantém compartimentalizada nos plastideos. Segundo Amorim e
Josephson (1975), o comprometimento da estrutura celular facilita o contato da
enzima  polifenoloxidase = com  compostos  fenodlicos, armazenados
preferencialmente nos vacuolos, tornando inevitavel a oxidagdo de fenodis que,
convertidos a quinonas, reagem com proteinas, inclusive a polifenoloxidase,
explicando sua menor atividade.

Existem, na literatura, muitas controvérsias em relagdo a atividade dessa
enzima. Murata et al. (1995) observaram decréscimo na atividade especifica da
PPO durante o amadurecimento de frutos de mag¢a ‘Fuji’. Em outros frutos, tém-
se registrado incrementos que, segundo Mowlah e Itoo (1982), podem estar
associados a queda no teor de polifendis. Outra questdo para a diferenga na
atividade dessa enzima pode ser o excesso de produto formado, o que pode
reduzir a atividade. Essas diferencas podem, ainda, estar ligadas ao processo de
extragdo e detec¢dao da atividade dessa enzima e, até mesmo, ao processo de
determina¢do dos compostos fendlicos.

Analisando-se os padroes de bandas de proteinas resistentes ao calor,
apresentados na Figura 8A, fica evidente a auséncia de algumas bandas nas
sementes colhidas em estadios menos avangados de maturagdo e sem secagem,
para as duas cultivares. Pode-se observar um padrio de bandas semelhante nas

sementes submetidas a secagem do lote BR 310. Ficou evidenciado também o
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fato de a secagem induzir o aparecimento de bandas dessa proteina em sementes
colhidas com altos teores de agua.

Guimaraes (2000) constatou a presenga de proteinas resistentes ao calor
em todos os estadios de desenvolvimento de sementes de café, independente do
método de secagem. No entanto, sementes que ndo foram submetidas ao
processo de secagem apresentaram auséncia de algumas bandas.

Faria et al. (2004) avaliaram sementes de milho em diferentes estadios
de maturagdo e detectaram menor intensidade de banda quando elas ndo foram
submetidas a secagem e maior intensidade quando foram secas, demonstrando o
acumulo dessa proteina durante a secagem e a maturagao.

As diferencas no padrido dessa proteina sdo esperadas e coincidem com
as variagdes fisiologicas observadas nos testes de germinacdo (Figura 3),
principalmente no lote com baixo tanino (BR 310) em que, a partir dos 107 dias
e sem secagem, houve o aparecimento de bandas e, quando as sementes foram
submetidas a secagem, esse padrao foi uniforme.

Essas proteinas sdo de fundamental importéncia nas sementes ortodoxas,
por possuirem importante papel na protegdo das estruturas citoplasmaticas das
sementes, durante a desidratagdo (Marcos Filho, 2005). Sua baixa pode ser
devido a sua complexagdo com compostos fendlicos (Liu et al., 2009). Para
estes autores, um dos entraves na utilizagdo do sorgo ¢ o alto conteudo de
compostos fendlicos, uma vez que as proteinas se ligam fortemente ao tanino e
essa interagdo pode influenciar na andlise eletroforética. A interacdo tanino-
proteina pode ter sido responsavel pela auséncia de bandas nas variedades com
alto contetdo de tanino.

De maneira geral, foram observadas maiores atividades enzimaticas nas
sementes do lote BR 310 e submetidas a secagem (Figura 8B, 8C, 8D, 8E, 8F).

Isso demonstra que a secagem, para as sementes ortodoxas, ¢ de fundamental
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importancia, uma vez que ocorrem ajustes na organizagdo do sistema de
membrana e da sintese de enzimas.

No entanto, para as sementes do lote BR 305 apds a secagem isso ndo
foi observado. Contudo, ¢ evidente a atividade das enzimas em algum estadio de
desenvolvimento, com posterior inibi¢do dessa atividade. A secagem préxima ou
apds o ponto de maximo aciimulo de matéria seca pelas sementes deve alterar o
comportamento de alguns compostos, promovendo o desaparecimento ou a
inativagdo de outros (Marcos Filho, 2005).

A menor atividade da catalase em sementes com alta concentracdo de
tanino (Figura 8D) pode ser explicada, uma vez que, de modo geral, os
flavonoides protegem as células do estresse oxidativo pela quelacdo, inativagao
ou captagdo de radicais livres produzidos pelo sistema de transporte de elétrons
(Harbone, 1994). Para Paiva et al. (2002), os taninos tém agdo antioxidante, pois
eles atuam no processo de estabilizacdo dos radicais livres superoxido e
peréxido de hidrogénio.

Durante o desenvolvimento da semente, na fase em que estdo
acumulando matéria seca, o teor de dgua ¢ mantido em altos niveis. Por outro
lado, & medida que a sementes mantém alto teor de dgua e seu conteudo de
matéria seca aumenta, sua intensidade respiratoria também aumenta (Carvalho e
Nakagawa, 2000). Isso pode ser observado na Figura 8F, na qual a atividade da
malato desidrogenase nas sementes sem secagem durante o desenvolvimento ¢
mantida. A baixa atividade da MDH nas sementes da cultivar BR 305 pode ser
devido a diminui¢do da entrada de oxigénio nas mitocondrias e cloroplastos,
devido a presenca de compostos fendlicos nas sementes (Moreland e Novitzky,
1988).

A atividade dessa enzima se da continuamente, uma vez que a energia

gerada no ciclo de Krebs ¢ fundamental, tanto para as reacdes de biossintese de
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produtos quanto da degradagdo de compostos para o crescimento da plantula
(Moreland e Novitzky, 1988).

Na pesquisa realizada por Taiz e Zeigner (2004), ndo foram observadas
diferencgas na atividade da MDH em sementes, durante o processo de maturagao.
No entanto, os autores relatam que os 6rgdos de reserva em desenvolvimento
necessitam de maior suprimento energético e, com isso, a atividade respiratdria
nesses tecidos vegetais € mais intensa.

De acordo com Butler (1982), maior atividade das enzimas nas sementes
secas com alto teor de tanino pode ser devido a imaturidade das sementes, as
quais contém grandes quantidades de flavan 3-01, mondmero ou oligdmero que
sdo demasiado curtos para precipitar as proteinas. Ainda, durante a secagem
desses materiais, também ocorre a polimerizacdo desses compostos para formar
tanino.

Apos a secagem, para o lote BR 310, os padrdes de atividade da a-
amilase (Figura 8B) foram semelhantes, independente do estadio de
desenvolvimento. A secagem proporciona a ativagao dessa enzima, favorecendo
o processo de germinagdo. Oishi e Bewley (1990), em pesquisa com milho,
relatam que a secagem causa o declinio de 4cido abscisico e permite que a
camada de aleurona torne-se sensivel ao acido giberélico, produzindo a a-
amilase. Vale ressaltar que a o-amilase ¢ secretada no endosperma, onde ocorre
a degradagdo do amido e a glicose formada ¢ transportada para os locais onde
demandam gastos de energia.

As alteragdes nos perfis enzimaticos que ocorreram nas sementes do lote
BR 305, independente da secagem, podem ser devido a outros fatores além da
presenca de taninos na semente, uma vez que o comportamento de compostos
secundarios na semente ainda ndo esta bem elucidado. A presencga da cumarina,
que € um composto fendlico amplamente aceito como inibidor de germinacao e

com amplo espectro de ocorréncia, ¢ um exemplo. A cumarina possui efeitos na
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inibicdo da germinagao, tendo a capacidade de induzir a dorméncia de sementes
sensiveis a luz vermelha (Almeida, 1988). Esse autor refere-se, ainda, a
cumarina como inibidora do crescimento, ao verificar que ela inibiu a agdo da
giberelina nas plantas de ervilha. Na sintese das proteinas, o mesmo autor
verificou que as cumarinas impedem a incorporacao de carbono nas proteinas

das sementes e dos embrides de sementes de rosas.

CONCLUSOES

O efeito da secagem na germinacdo ¢ mais benéfico quando as sementes
tém maiores teores de agua.

A incidéncia de dorméncia ¢ maior nas sementes ndo submetidas a
secagem.

A secagem favorece o aumento da concentragdo de tanino em sementes
colhidas em diferentes estadios de maturagio

Houve maiores atividades das enzimas em sementes da cultivar com

baixa concentracdo de tanino e submetidas a secagem

Nao ha relagdo entre a concentragdo de tanino ¢ a dorméncia, em

semente de sorgo.
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FIGURA 1. Variagdo quinzenal da temperatura média do ar, pluviometria e
umidade relativa, de dezembro de 2007 a maio de 2008. Fonte: Estacao
limatolégica Principal de Lavras — MG.
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SECAGEM E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE
SORGO
ARTIGO 2 - SECAGEM E ARMAZENAMENTO DE
SEMENTES DE SORGO COM ALTO E BAIXO TEOR
DE TANINO

Preparado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Sementes -

Versao preliminar

RESUMO - O teor de 4gua em que a semente ¢ colhida, bem como a
temperatura utilizada para a secagem, ¢ fundamental para garantir a
qualidade fisiologica das sementes, principalmente as de sorgo, que
podem apresentar dorméncia secundaria, por secagem em altas
temperaturas. Com a realizacdo deste trabalho, objetivou-se avaliar a
qualidade fisiologica das sementes de sorgo, com alto e baixo teor de
tanino e armazenadas apoOs secagem, utilizando diferentes temperaturas.
Foram utilizadas sementes das cultivares BR 305(2,28 g tanino/100 g) e
BR 310 (0,52 g tanino/100 g), colhidas com teor de dgua 18-20%, secas a
sombra e em secadores artificiais, nas temperaturas de 35°C, 45°C e
35°/45°C, até atingirem 12% de teor de agua. Apds a secagem, essas
sementes foram armazenadas em camara fria e seca, por 0, 3 e 6 meses.
Em cada época de armazenamento, as sementes foram avaliadas pelos
testes de germinacdo, tetrazdlio, condutividade elétrica, indice de
velocidade de emergéncia, teste de frio, microscopia eletronica de

varredura e perfis enzimaticos. Foi quantificada, ainda, a concentragdo de
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tanino. Foi observado, em sementes com alto tanino, secas a temperatura
de 45°C e armazenadas durante 6 meses, 88,5% de germinagdo. Houve
maior porcentagem de dorméncia em sementes submetidas a secagem a
35°C. Houve aumento na concentragao de tanino, aos seis meses de

armazenamento, para ambos os lotes.

Termos para indexagdo: Sorghum bicolor, armazenamento, umidade.
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DRYING AND STORAGE OF HIGH AND LOW
TANNIN SORGHUM SEEDS

ABSTRACT — Water content in which seed is collected as well the
temperature used for drying are fundamental to warrant the physiological
quality of seeds, chiefly sorghum seeds which may present secondary
dormancy by drying at high temperatures. In that work, it was aimed to
evaluate the physiological quality of sorghum seeds , both with high and
low tannin content and stored after drying by utilizing different
temperatures. Seeds of cultivars BR 305(2.28 g tannin/100 g) and BR 310
(0.52 g tannin/100 g), collected with water content of 18-20%, dried in
the shade and in artificial dryers with the temperatures of 35 °C, 45 °C
and 35/45 °C till they reached 12% of water content. After drying, those
seeds were stored in a cold and dry chamber for 0, 3 and 6 months. In
each storage time, the seed were evaluated by the tests of germination,
tetrazolium, electric conductivity, emergence velocity index, cold test,
scanning electron microscopy and enzyme profiles. Tannin concentration
was still quantified. 88.5% of germination was found in high tannin
seeds, dried at the temperature of 45 °C and stored for 6 months. There
was increased percentage of dormancy in seeds submitted to the drying at
35 °C. There was an increase in tannin concentration at six months of

storage for both the batches.

Index terms: Sorghum bicolor, storage, moisture.
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INTRODUCAO

Em sorgo, os compostos fenolicos, a exemplo do tanino, sdo
altamente correlacionados com a germinacdo das sementes (Queiroz,
1979). Do ponto de vista bioquimico, uma caracteristica importante dos
taninos, presentes na testa da semente de sorgo (Magalhdes e Duraes,
2003), ¢ a capacidade de se ligar as proteinas por meio de pontes de
hidrogénio e interacao hidrofobica (Butler, 1989).

Conforme Liu et al. (2009), um dos entraves a utilizagdo de
sementes de sorgo ¢ o alto contetido de compostos fenolicos, uma vez que
as proteinas se ligam fortemente ao tanino, tornando-se inativas. Muitas
proteinas, a exemplo das LEAs sdo de fundamental importancia nas
sementes ortodoxas, por possuirem importante papel na prote¢do das
estruturas citoplasmaticas das sementes durante a desidratagdo (Marcos
Filho, 2005).

A presenga de substancias fenolicas no tegumento pode inibir a
germinacdo das sementes de sorgo, o que Hartmann et al. (1997)
definiram como dorméncia quimica. No entanto, ndo se sabe, realmente,
se a dorméncia ¢ devido a redugdo desses compostos ou ao
armazenamento das sementes em condigcdes de baixas temperaturas
(Queiroz, 1979).

Quando as sementes sdo mantidas armazenadas a baixas
temperaturas, mantém-se niveis aceitaveis de controle da sua qualidade.
Mesmo assim, ocorre a perda da viabilidade dessas sementes e, com o

envelhecimento, as membranas se tornam fracas e as enzimas perdem a



67

atividade catalitica. O comprometimento da estrutura celular facilita o
contato da enzima polifenoloxidase com compostos fenolicos,
armazenados preferencialmente nos vactiolos, tornando inevitavel a
oxidacdo de fenois que, convertidos a quinonas, reagem com proteinas,
inclusive a propria polifenoloxidase, explicando sua menor atividade
(Amorim e Josephson, 1975).

Para minimizar os danos durante o armazenamento e assegurar
lotes de sementes com alto padrao de qualidade, muitos sdo os cuidados
que devem ser tomados em todas as fases de produgdo, principalmente as
relacionadas a secagem. Entretanto, uma secagem incorreta pode causar
injarias no sistema de membrana das sementes, as quais podem reduzir
seu potencial de germinagdo durante o armazenamento.

O efeito da secagem a temperaturas elevadas pode nao ser
imediato. Somente apos algum tempo de armazenamento ¢ que esses
efeitos se tornam mensuraveis, afetando, principalmente, a radicula das
plantulas (Martins e Carvalho, 1994).

Em sementes de sorgo (Sorghum vulgare), a secagem a
temperaturas de 46°C a 48°C pode induzir dorméncia secundéaria, devido
a alteracdes fisicas ocorridas no tegumento da semente, provocadas pela
secagem excessiva, de modo a restringir as trocas gasosas durante a
embebicdo (Nutile e Woodstock, 1967).

Estudar o comportamento das sementes durante o armazenamento,
bem como as mudancas bioquimicas e a concentracdo de compostos nas
sementes pode trazer informagdes importantes, que garantam a qualidade

das mesmas. Assim, objetivou-se, com a realizacdo desta pesquisa, avaliar
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a qualidade das sementes de sorgo com alto e baixo teor de tanino, em

funcdo da temperatura de secagem e dos periodos de armazenamento.

MATERIAL E METODOS

As analises foram conduzidas no Laboratério Central de Sementes,
no Laboratério de Microscopia e no Laboratério de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A semeadura foi
realizada, em dezembro de 2007, na area experimental do Departamento
de Agricultura, onde predomina solo tipo Latossolo Vermelho Escuro. As
correcoes de fertilidade e do pH do solo seguiram as recomendagdes da 5*
aproximacao (Ribeiro et al., 1999). As sementes da cultivar BR 305 (2,28
mg tanino/100 g) e BR 310 (0,52 mg tanino/100 g), contrastantes quanto
ao teor de tanino, foram fornecidas pela empresa Biomatrix, de Paracatu,
MG.

O solo foi preparado de maneira convencional, seguindo as
recomendagdes para a cultura. Cada tratamento foi constituido de 4
parcelas compostas de 6 linhas de 5 m, totalizando 30 m? com
espagamento de 0,5 m entre linhas e 12 plantas por metro linear. A area
util de cada parcela consta das 4 linhas centrais. Para a adubacgdo de
plantio, foram utilizados 400 kg/ha da formulagdo 8-20-10 e, para a
adubacao de cobertura, foi utilizado o sulfato de amonio, na dosagem de
350 kg/ha, parcelados em duas aplicagdes, sendo a primeira aos 30 dias
apods o plantio e a segunda, aos 45 dias. O controle de invasoras, assim

como o controle de pragas e doencas, foi realizado sempre que necessario.



69

As paniculas foram colhidas quando as sementes apresentavam
teor de dgua de 18%-20% e a debulha realizada manualmente. Logo apds
a colheita, uma parte das sementes foi seca a sombra e outra parte foi seca
em prototipos de secadores estacionarios, regulados na temperatura
constante de 35°C e 45°C. Em outro protdtipo, a secagem foi iniciada com
35°C, até as sementes atingirem 15% de grau de umidade e, em seguida, a
temperatura foi aumentada para 45°C, até o grau de umidade de 12%.
Apdés a secagem, as sementes foram embaladas em saco de papel
multifoliado e armazenadas em camara fria ¢ seca. As avaliagdoes foram
realizadas aos 0, 3 e 6 meses de armazenamento, por meio das
determinacdes descritas a seguir.

A determinagdo do grau de umidade foi realizada pelo método da
estufa, a 105°C, durante 24 horas, conforme as Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009). No teste de germinag¢do, o substrato para
semeadura foi o papel do tipo “Germitest”, umedecido com agua destilada
em quantidade de 2,5 vezes o peso seco do papel. As sementes foram
colocadas em germinador regulado a temperatura de 25°C e a avaliagdo
realizada aos 4 e 10 dias apos a semeadura. Foram consideradas como
plantulas normais aquelas que possuiam, no minimo, duas raizes seminais
e raiz principal maior que 5 cm. As sementes remanescentes de cada
tratamento do teste de germinagdo foram submetidas ao teste de
tetrazolio, tendo sido cortadas longitudinalmente, com uso de um bisturi.
A metade de cada semente foi colocada em recipiente de plastico escuro,
imersa em solu¢cdo de sal de tetrazolio a 0,5%, durante 2 horas, em

temperatura constante de 30°C. Apos a coloracdo, as partes da semente
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foram avaliadas com o auxilio do microscopio estereoscopico, para a
determinacdo da viabilidade.

Para o teste de emergéncia de plantulas, a semeadura foi realizada
em bandeja plastica contendo, como substrato, a mistura de areia e terra,
na propor¢ao de 2:1, umedecido até 70% da capacidade de reteng¢do. Apds
a semeadura, as bandejas foram mantidas em camara de crescimento
vegetal, previamente regulada para a temperatura de 25°C, em regime
alternado de luz e escuro (12 horas). As plantulas foram avaliadas
diariamente, apds o primeiro dia de emergéncia e calculado o indice de
velocidade de emergéncia segundo formula proposta por Maguire (1962).
Aos 10 dias apds a semeadura, computou-se o numero de plantulas
normais.

No teste de frio, a semeadura foi realizada em bandeja plastica
contendo, como substrato, a mistura de areia e terra, na proporcao de 2:1,
umedecido até¢ 70% da capacidade de retencdo. Apos a semeadura, as
bandejas foram inicialmente mantidas em camara fria e seca, a 10°C/50%
de UR, por 7 dias. Apds esse periodo, as mesmas foram colocadas em
camara de crescimento, a temperatura de 25°C por sete dias, quando foi
realizada a contagem das plantulas.

Para o teste de condutividade elétrica de massa, as sementes foram
pesadas e colocadas em copos plasticos contendo 75 ml de agua
deionizada. Apos 24 horas de embebigdo a 25°C, foi realizada a leitura
com auxilio de um condutivimetro de massa e os resultados expressos em
puS/cm/g, de acordo com metodologia descrita por Krzyzanowski et al.

(1999).
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Em cada época de avaliagdo foram retiradas duas amostras de 100
sementes e armazenadas a temperatura de -86°C em deep freezer. Para a
extracdo da enzima esterase, foi utilizado o tampao Tris HCI 0, 2M pH
8,0 + (0,1% de B mercaptoetanol), na propor¢ao de 250 pL por 100 mg de
amostra. O material foi homogeneizado em vortex e mantido, overnight,
em geladeira, seguido de centrifugagdo, a 16.000 xg, por 30 minutos, a
4°C. A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida, a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O
sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados
50 uL do sobrenadante da amostra e a corrida efetuada, a 120 V, por 6
horas. A revelacdo da enzima foi realizada de acordo com Alfenas et al.
(1991). Para analise eletroforética de proteinas resistentes ao calor (tipo
LEA) e a determinagdo da atividade da polifenoloxidase, as sementes
foram embebidas em papel tipo germitest, a 25°C, por periodo de 5 horas.
Para a extracdo das proteinas, as sementes foram maceradas na presenca
de solucdo tampao (50 mM tris-HC1 7,5; 500 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 1
mM PMSF), na propor¢ao de 1:10 (peso material: volume tampao de
extragdo) e transferidos para microtubos. O material foi homogeneizado
em vortex e centrifugado, a 16.000 xg, por 30 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi deixado em banho-maria, a 85°C, por 15 minutos e
novamente centrifugado. Posteriormente, 70 uL do sobrenadante foram
misturados a 40 puL de solugdo tampao da amostra (2,5 ml de glicerol,
0,46 g de SDS; 20 mg de azul de Bromofenol) e deixados em banho-
maria com agua em ebuli¢do por cinco minutos. Foram aplicados 50 pL
no gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel

concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 120 V por 6 horas,
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o gel corado em Coomassie Blue a 0,05% (Alfenas et al., 1991), durante
12 horas e descorado em solugdo de acido acético 10%. A determinagdo
da atividade da enzima polifenoloxidase foi realizada de acordo com o
método descrito por Draetta e Lima (1976), em que as amostras foram
previamente moidas, em moinho refrigerado a 4°C, adicionando-se
nitrogénio liquido. A cada 5 g de amostra de sementes foram adicionados
40 mL da solu¢ao tampao de fosfato de potassio 0,1 M pH 6,0 e
homogeneizado em vortex, por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram
filtradas em papel de filtro Whatman n° 1, a vacuo. Na determinagdo
dessa enzima, foi utilizado extrato da amostra sem o DOPA (L-3,4-
dihydroxyphenyalanina) como branco. Foi realizada a curva padrao. A
leitura da enzima polifenoloxidase foi realizada em espectrofotometro
Schumaz e os resultados expressos em U/min/g.

Para a quantificacdo de tanino, as sementes foram trituradas e 5 g
foram colocados em tubos de ensaio, acrescentando-se 30 ml de metanol
80%. Essa mistura foi fervida por um periodo de 20 minutos em refluxo
na chapa elétrica para tubo a 150°C. A quantificacdo foi realizada pelo
método quimico-colorimétrico de Folin-Dennis e as leituras realizadas em
espectrofotdometro, a 760 nm.

As sementes de cada tratamento foram imersas em solu¢do fixativa
(Karnovisk’s modificada), pH 7,2, por 24 horas. Em seguida, foram
lavadas em tampao cacodilato, por trés vezes. A pos-fixagao foi feita em
tetroxido de oOsmio 1%, por uma hora. Apods esse periodo, foram
realizadas lavagens com agua destilada por trés vezes e desidratacdo em
gradiente de acetona a 25%, 50%, 75%, 90% e 100%, durante 10 minutos.

As amostras foram levadas para o aparelho de ponto critico, em que foi
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eliminado todo o residuo de acetona para posterior montagem em stubs
sob fita de carbono e revestimento com ouro. Em cada stub foram
colocadas seis repeti¢des de cada amostra. A visualizagdo das amostras
foi feita em microscopio eletronico de varredura LEO Evo 40.

O delineamento experimental e a analise estatistica foram
realizados em esquema fatorial (2x4x3), sendo dois lotes BR 305 (2,28
mg tanino/100 g) e BR 310 (0,52 mg tanino/100 g), 4 temperaturas de
secagem (a2 sombra e a 35°C, 45°C e 35°45°C) e trés épocas de
armazenamento em camara fria e seca (0, 3 e 6 meses). O teste de média
utilizado foi o Scott-Knott a 5% e analises de regressao foram realizadas
para as varidveis quantitativas e transformacio dos dados Vx+0,5, para a
variavel dorméncia. Nas analises, foram utilizadas 4 repeticdes de 50
sementes em cada teste, com exce¢do da analise enzimatica da

polifenoloxidade, para a qual utilizaram-se 2 repeti¢des.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados relativos aos valores de
germinagdo e de condutividade elétrica, sendo possivel notar a interagdo
tripla entre os fatores avaliados. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre os valores de germinacdo obtidos em sementes do lote
BR 305 submetidas as diferentes temperaturas de secagem. Durante o
periodo de armazenamento, a maior porcentagem de germinagdo ocorreu
aos seis meses, para as sementes da cultivar BR 305 secas a 45°C. Nas

demais temperaturas de secagem, ndo houve diferencgas significativas.
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Em relagdo ao lote BR 310, houve aumento na porcentagem de
germinacao a partir dos 3 meses de armazenamento para as sementes
submetidas a secagem natural, a 45°C e a 35°45°C. Para as sementes
secas naturalmente, houve reducdo no valor de germinacao aos seis meses
de armazenamento.

Pelos resultados de condutividade elétrica (Tabela 1), antes do
armazenamento, a secagem natural das sementes da cultivar BR 305 foi
mais prejudicial as membranas celulares, enquanto para o lote BR 310, na
mesma ¢época, a temperatura de 45°C propiciou um aumento da
condutividade elétrica. Notam-se, nas sementes armazenadas apos
secagem sob alta temperatura, maiores valores de condutividade elétrica.
Aos seis meses, para sementes do lote BR 305, secas naturalmente,
observa-se reducgdo nesses valores. Chen e Burris (1991) observaram que
sementes de milho, quando pré-condicionadas a baixa temperatura,
mantiveram preservados seus sistemas de membranas.

Ha relatos de que a deterioracdo da semente a temperatura de 10°C
parece nao estar diretamente relacionada a perda da integridade das
membranas, sugerindo tal fato ao seu reparo ou reorganizagdo durante o
armazenamento a baixas temperaturas (Fessel et al., 2006; Panobianco et
al, 2007).

O aumento da porcentagem de germinacdo apds armazenamento
(Tabela 1), observado nas sementes secas sob temperaturas de 45°C e
35°/45°C, pode ser explicado pela possivel quebra de dorméncia
proporcionada pela exposicao das sementes a baixas temperaturas (10°C),

durante o armazenamento.
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Para a varidvel dorméncia, foi verificada interacdo dupla entre os
fatores lote e época de armazenamento, lote e temperatura de secagem,
época de armazenamento e temperatura de secagem. Na Tabela 2
observa-se a porcentagem de sementes dormentes avaliadas pelo teste de
tetrazolio. De maneira geral, observa-se reducdo da dorméncia das
sementes ao longo do armazenamento, para todas as temperaturas
testadas. Para Chen e Burris (1991), altas temperaturas de secagem
reduzem a germinagdo e o vigor das sementes, podendo alterar suas
caracteristicas fisicas e quimicas. A suscetibilidade das sementes aos
danos por secagem ¢ funcao das condi¢des de secagem, do conteudo de
agua e da qualidade inicial das sementes aliada aos aspectos genéticos.

Com relagdo as cultivares, houve redugdo na porcentagem de
sementes dormentes ao longo do armazenamento para a cultivar BR 305,
independente da temperatura de secagem e a porcentagem de sementes
dormentes foi maior na cultivar BR 305, em todas as épocas de
armazenamento. Queiroz (1979) observou que o teor de tanino foi
altamente correlacionado com a germinacao das sementes e que, de modo
geral, a dorméncia ndo perdura por mais de trés meses. As sementes de
sorgo tendem a perder a dorméncia com o armazenamento. Nao se sabe,
portanto, se ¢ devido a uma estratificagdo a baixas temperaturas ou a
reducdo de compostos fendlicos no tegumento.

Independente da época de armazenamento (Tabela 3), verifica-se
que a porcentagem de sementes dormentes foi maior quando secas sob
temperatura de secagem de 35°C, para o lote com maior teor de tanino

(BR 305). Nao foram identificadas diferengas entre os tratamentos de
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secagem natural, 45°C e alternada. Para o lote com menor teor de tanino
(BR 310), ndo houve diferenca entre os tratamentos de secagem.

Pelos resultados, observou-se que a temperatura de secagem de
35°C favoreceu maiores valores de sementes dormentes. A temperatura
de secagem (45°C) ndo influenciou a porcentagem de sementes
dormentes.

Na Tabela 4 esta descrita a concentragao de tanino determinado
nas sementes de sorgo. Pela andlise de variancia dos dados, observa-se
interacao tripla para os fatores estudados. O teor de tanino aumentou com
0 armazenamento e esse aumento pode ser devido a polimerizacao de
monomeros de flavan-3-o0l, que formam essas moléculas. Essa
polimeriza¢dao ¢ favorecida pela secagem das sementes (Butler, 1989).
laderoza et al. (1989) verificaram redugdo no conteudo de tanino
condensado durante o armazenamento das cultivares de feijao.

O aumento na concentragdo de tanino ndo apresentou a mesma
tendéncia da porcentagem de sementes dormentes, embora seja sugerida
uma relacdo entre este componente ¢ dorméncia nas sementes. Essa
divergéncia pode ser devido ao método utilizado para a quantificacao do
tanino, uma vez que essa metodologia nao diferencia taninos condensados
de outros compostos fendlicos (Magalhdes e Duraes, 2003). No entanto,
esses autores ressaltam que o sorgo nao tem mostrado, na sua constitui¢ao
quimica, grande quantidades de outros compostos fendlicos além do
tanino.

Almeida (1988) sugere a cumarina como um possivel inibidor de

germinacao, a qual tem a capacidade de induzir a dorméncia de sementes
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sensiveis a luz, principalmente pela inibi¢do da acdo de giberelina
verificada em plantas de ervilha.

De acordo com a analise de varidncia, ndo houve efeito
significativo da interagdo entre os fatores investigados para as variaveis
teste de frio e emergéncia. Considerando-se os efeitos isolados, foram
observados efeitos significativos de temperatura de secagem para teste de
frio e indice de velocidade de emergéncia e de época de armazenamento
para teste de frio, indice de velocidade de emergéncia e porcentagem de
emergéncia.

Em relacdo aos métodos de secagem a que as sementes foram
submetidas, verificou-se que ndo houve diferencgas significativas entre as
médias de germinagdo apds teste de frio (Tabela 5), para as temperaturas
de 35°C, 45°C e 35°45°C, tendo a secagem natural a sombra
proporcionado o pior desempenho das sementes de sorgo. Ja para o indice
de velocidade de emergéncia, a menor média foi verificada para o
tratamento de secagem a 35°C.

Durante o periodo de armazenamento (Tabela 6), pode-se observar
o maior vigor das sementes aos seis meses, tanto pelo teste de frio como
pelo indice de velocidade de emergéncia. Esse resultado nao concorda
com o observado por Marcos Filho et al. (1987) e Silva et al. (2001) de
que houve reducdao nos valores, com o decorrer do armazenamento.
Segundo Burris e Navratil (1980), o dano por secagem pode aumentar a
suscetibilidade a injuria ao frio em sementes de milho.

O aumento nos valores de germinacdo aos seis meses, avaliado

pelo teste de frio, pode ser em decorréncia da redugdo da porcentagem de
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sementes dormentes, que ocorreu para ambos os lotes. O mesmo
comportamento ¢ verificado pelo indice de velocidade de emergéncia.

Esse fato pode ser confirmado pelos padrdes eletroforéticos da
enzima esterase (Figura 1A), os quais reforcam os resultados obtidos no
teste de condutividade elétrica. Para a cultivar BR 305, observou-se
menor atividade da enzima esterase. No entanto, a temperatura de 45°C,
aos trés meses de armazenamento, ndo foi verificada, nas sementes,
nenhuma atividade dessa enzima. Isso pode ser atribuido a degradagdo
das membranas celulares, o que pode ser verificado pelos resultados de
condutividade elétrica (Tabela 1). Conforme Lin (1990), a redugdo do
vigor de sementes envelhecidas poderia ser causada pela perda do
controle sobre a compartimentalizacdo intracelular e alteracdes nas
concentracdes de metabolitos, resultado da perda de lipidios da
membrana.

As alteragdes nos padrdes desta enzima (Figura 1A) evidenciam a
ocorréncia de eventos deteriorativos. A esterase ¢ uma enzima envolvida
em reacdes de hidrdlise de ésteres, estando diretamente ligada ao
metabolismo dos lipidios, como os fosfolipidios totais de membrana
(Santos et al., 2005).

De maneira geral, houve menor intensidade de bandas na cultivar
BR 305 com alto contetido de tanino, para a proteina resistente ao calor
(Figura 1B). Conforme Liu et al. (2009), um dos entraves a utilizacao do
sorgo ¢ o alto contetdo de compostos fendlicos nas sementes, uma vez
que as proteinas se ligam fortemente ao tanino e essa interagdo pode

influenciar na analise eletroforética. A interagdo tanino proteina pode ter
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sido responsavel pela auséncia de bandas nas variedades com alto
contetdo de tanino.

Por outro lado, as proteinas resistentes ao calor sdo ricas em
glicina e outros aminoacidos hidrofilicos e apresentam poucos residuos
hidrofobicos. Para Magalhaes et al. (2000), as principais caracteristicas
das proteinas que influenciam na complexag¢do com tanino sio alto peso
molecular, estrutura mais aberta e flexivel, ponto isoelétrico e conteudo
de prolina, sendo esta ultima a mais importante, uma vez que a prolina
tem caracteristica hidrofobica.

Para as sementes com baixo tanino, ndo foram detectadas
diferencas nos padrdoes de banda durante o armazenamento e entre as
temperaturas de secagem. No entanto, para as sementes com alto teor de
tanino, aos trés meses, foi observada auséncia de bandas em sementes
submetidas as temperaturas de 45°C, 35°/45°C e secagem natural. J& aos
seis meses, essa auséncia foi observada em sementes secas a 35°C e ao
natural.

Em relagdo as sementes da cultivar BR 310, ndo foram observadas
diferencas entre os padrdes eletroforéticos da esterase e proteina resistente
ao calor. Estudos tém demonstrado que percentuais abaixo de 0,70%, na
semente de sorgo, sao devido a outros fendis e ndo ao tanino condensado
(Avila, 2007), sendo, portanto, essa cultivar considerada com auséncia de
tanino (Magalhaes et al., 2000). E, sem a presenga de tanino, pode ndo ter
ocorrido complexagdo suficiente para inativar essas proteinas mantendo a
sua atividade.

A atividade da enzima polifenoloxidase estd representada na

Figura 2. Para o lote BR 310, ndo houve varia¢do na atividade da enzima
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polifenoloxidase com o armazenamento, exceto para a secagem natural
antes do armazenamento. Ja para a BR 305 com alto teor de tanino, a
maior atividade foi verificada na secagem natural para as sementes sem
armazenamento e naquelas secas com 35°C e 35°/45°C, aos seis meses de
armazenamento.

A semente ou cariopse de sorgo ¢ constituida por trés
componentes: pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo origina-se
da parede do ovario e esta dividido em trés tecidos histologicos: epicarpo,
mesocarpo ¢ endocarpo. Em sorgo, ao contrario de outras gramineas, o
mesocarpo contém granulos de amido (Waniska, 2000). Durante o
processo de secagem podem ocorrer danos, sendo a redu¢do do volume
celular o mais importante dano em tecidos hidratados (Pammenter e
Berjak, 1999), uma vez que o transporte de solutos nas células vegetais se
da por meio de interconexdes por plasmodesmas (Taiz e Zeigner, 2004).
Essas alteragdes podem causar prejuizos no vigor e na germinagdo das
sementes. No entanto, na Figura 3 observam-se modifica¢des na estrutura
das células da testa e do endocarpo de sementes da cultivar BR 305. Na
secagem a 35°/45°C, ocorreram deformacdes nas células da testa em
relacdo a secagem natural e sob temperatura de 45°C, sendo observada
maior espessura do endocarpo na secagem natural, com menores
prejuizos a germinagdo, no inicio do armazenamento.

Ja com relagdo as sementes da cultivar BR 310, observa-se, na
Figura 4, que a testa das sementes secas sob temperatura de 35°/45°C esta
mais espessa, quando comparadas aquelas secas a temperaturas de 35°C
ou de 45°C. Verifica-se que a menor espessura ocorreu na temperatura de

35°C do que de 45°C. Comparando-se com os valores de condutividade
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elétrica, a maior lixiviacdo foi verificada quando as sementes foram
submetidas a secagem de 45°C.

Pelas imagens da Figura 5, referentes as sementes da cultivar BR
305 com 3 meses de armazenamento, observa-se que as células estdo mais
tabulares e menores em comparacdo aquelas secas naturalmente. Pelos
resultados fisiologicos dessas sementes nao foram observadas diferengas
nos valores de germinacao. No entanto, foram observados maiores valores
de condutividade quando as sementes foram submetidas a secagem de
45°C e 35°/45°C (Tabela 1).

Foi também observada menor espessura da testa (Figura 6) nas
sementes do lote BR 310 submetidas a temperatura de 35°C e de
35°45°C em relagdo a temperatura de 45°C e natural. O menor valor de
germinagdo foi observado na temperatura de 35°C. Entretanto, isso ndo
ocorreu em sementes submetidas a temperatura de secagem de 35°/45°C
(Tabela 1).

Observa-se, pela Figura 7, que as células da testa de sementes que
foram secas a temperatura de 35°/45°C estdo mais tabulares e menos
espessas. O contrario foi verificado na secagem natural e a 35°C. Nao ha
uma distincdo de camadas nas sementes submetidas a temperatura de
45°C.

Nas sementes secas a 35°/45°C (Figura 8), as células da testa
estdo mais tabulares em relacdo as demais. Observa-se, ainda,
uniformidade nas células da testa das sementes que foram secas a 45°C,
mostrando que nao houve danos, o que pode ser comprovado pelos

testes fisiologicos.
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CONCLUSOES

Durante o armazenamento em camara fria ocorre a superagio da
dorméncia.

O teor de tanino aumenta com o armazenamento € nao ha uma
relagdo direta com a dorméncia em sementes de sorgo.

Maior valor de germinacdo ocorre com sementes secas sob

temperatura de 45°C, da cultivar BR 305.
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Tabela 1. Resultados médios (%) de plantulas normais avaliadas pelo
teste de germinagio e valores de condutividade elétrica (uS.cm™.g"), em
sementes de sorgo apods secagem em diferentes temperaturas e

armazenadas em camara fria e seca.

Epoca Lote BR 305 Lote BR 310

(meses) Temperatura de secagem (°C)

Natural 35 45 35/45 Natural 35 45  35/45

0 76 Aa 74 Aa 73Ba 80Aa 74Ba 76 Aa 74Ba 70Ba

85Aa 81 Aa 80Ba 86 Aa 83 Aa 76 Ab 87 Aa 92 Aa

Germinagao
W

6 8l Aa 82Aa 89Aa 81 Aa 72Bb 75Ab 83 Aa 86 Aa

0 0,4Bb02Aa03A202Aa 02Aa02Aa0,4Ab 02 Aa

3 04Ba03A204Bb04Bb 04Bb0,3Aa0,6Bc 0,5Cc

Condutividade
elétrica

6 0,3Aa03A203Aa204Bb 04Ba05Ba0,4Aa 04Ba

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na
linha, para cada lote, nao diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.
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Tabela 2. Resultados médios (%) de sementes dormentes avaliadas pelo
teste de tetrazolio em sementes de sorgo apos secagem e armazenadas em

camara fria e seca.

Temperatura de secagem (°C)

Epoca de Natural 35 45 35/45
armazenamento.
0 L " 1,3 Ab 5,0 Aa 3,0 Aa 1,5 Ab
(meses)
3 0,8 Aa 1,5Ba 1,0 Ba 0,8 Aa
6 0,0 Aa 1,3 Ba 0,0 Ba 0,8 Aa
Lote
Br 305 Br 310
0 5,1Aa 0,3 Ab
3 1,6 Ba 0,4 Ab
6 1,0 Ba 0,0 Ab

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na
linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Tabela 3. Resultados médios (%) de sementes dormentes avaliadas pelo
teste de tetrazolio em sementes de sorgo da cultivar BR 305 ¢ BR 310

apods secagem e armazenadas em camara fria e seca.

Temperatura de Lote
secagem (°C) Br 305 Br 310
Natural 1,0 Ba 0,3 Aa
35 5,0 Aa 0,2 Ab
45 2,7 Ba 0,0 Ab
35/45 1,7 Ba 0,3 Ab

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na
linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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Tabela 4. Resultados médios (mg/100g) de tanino em sementes de sorgo
apods secagem e armazenadas em camara fria e seca.

Armaz. Lote BR 305 Lote BR 310

(meses) Temperatura de secagem (°C)

Natural 35 45 35/45 Natural 35 45  35/45

0 1628Ba1644Ba1425Cc 1555Cb 477Ba 361Bb 356Bb 495Ba

3 1501Cc1376Cd1651Bb 1785Ba 295Ca 321Ba 261Ca 313Ca

6 2307Aa2206Ab2195Ab2236Ab 781Aa 818Aa 803Aa 783Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na
linha, para cada lote, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

Tabela 5. Resultados médios de vigor avaliadas pelo teste de frio e indice

de velocidade de emergéncia (IVE) apds secagem.

Temperatura de

secagem (°C) Teste de frio (%) IVE
Natural 67 B 28,9 A
35 72 A 242 B
45 74 A 26,7 A
35/45 73 A 27,7 A

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna para cada teste,
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Resultados médios de vigor avaliadas pelo teste de emergéncia,
teste de frio e indice de velocidade de emergéncia (IVE), durante

armazenamento em camara fria e seca.

Epoca de Avaliagoes
armazenamento Teste de frio Emergéncia
(meses) (%) E (%)
0 71 B 19,7C 75,0 B
3 69B 294 B 83,5A
6 75 A 31,6 A 80,0 A

Me¢édias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna para cada teste,
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Sem arnarenansenio 6§ meses
[ BR 303 ER 3.0] | BR3E|5 BR31E||| EF 305 ER 3101

Figura 1. Perfil enzimatico da esterase (A) e padrio eletroforético da
proteina resistente ao calor (B) de sementes de sorgo submetidas a
secagem a 35°C(a), 45°C(b), 35°/45°C (c) e natural (d).

a)



90

23,0
LI
270
=410
=210
18,0
150
120
2.0
6.0
30

Atrvidkade PFO U min'g

[N
RN )
36,0
33,0
LI
=7.0
240 +
=1.0 4
180
150
12,0
9.0
LOK L]
30
o -+

Atividade PFO U nan g

Aleses manazenmient s

mMNatrirml W35S mASTC mESA ST

Atividade PFO U uin g
»

Atividade PFO U ming
=

Hanural 35°C +5°C ISMSC
Temperaburn de Secagein

W Seny a8 3 neses G onesed

Figura 2. Atividade da enzima polifenoloxidase (U/min/g) em sementes
de sorgo dos lotes das cultivares BR 305 ¢ BR 310 submetidas a secagem
a 35°C, 45°C, 35°/45 °C e natural, e armazenadas em camara fria e seca.
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Figura 3. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 305 submetidas a secagem,
antes do armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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10 pm*

Figura 4. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 310 submetidas a secagem,
antes do armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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Figura 5. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 305 submetidas a secagem,
com 3 meses de armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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Figura 6. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 310 submetidas a secagem,
com 3 meses de armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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Figura 7. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 305 submetidas a secagem,
com 6 meses de armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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10 pm®

Figura 8. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico de
varredura de sementes de sorgo cultivar BR 310 submetidas a secagem,
com 6 meses de armazenamento. Aumento médio de 1000X.
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ARTIGO 3 - INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE SECAGEM
NA QUALIDADE DE SEMENTES DE SORGO COLHIDAS COM
DIFERENTES UMIDADES

Preparado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Milho e
Sorgo - Versao preliminar

RESUMO - A colheita ¢ um procedimento que deve acontecer o mais
rapido possivel, assim que seja atingida a maturidade fisiologica da
semente. Em sorgo, essa maturidade pode ocorrer com o conteudo de
agua em torno de 25% a 35%. No entanto, sementes com alto teor de dgua
podem sofrer danos no momento da secagem, necessitando, portanto, da
adogdo de métodos de secagem que garantam a sua qualidade durante o
armazenamento. Dessa maneira, objetivou-se, com a realizacdo deste
trabalho, avaliar a qualidade das sementes de sorgo BR 310 colhidas com
diferentes graus de umidade (19% e 27%), submetidas a secagem sob 3
temperaturas (35°C, 45°C e 35°45°C) e armazenadas em ambiente
convencional e camara fria e seca durante o periodo de 9 meses. A
qualidade das sementes foi determinada pelos testes de grau de umidade,
germinacdo e emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE),
teste de frio, tetrazolio, condutividade elétrica em massa e analise de
isoenzimas. Pode-se concluir que a germinabilidade das sementes de
sorgo aumentou com o armazenamento quando elas foram secas a
35°/45°C. Para as sementes colhidas com 19% de umidade, a secagem
alternada manteve sua qualidade. Houve redugcdo no percentual de
sementes dormentes, aos trés meses, quando armazenadas em camara fria
e seca.

Palavras-chave: Sorghum bicolor, colheita, armazenamento.
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INFLUENCE OF DRYING TEMPERATURE ON THE QUALITY
OF SORGHUM SEEDS HARVESTED WITH DIFFERENT
MOISTURES

ABSTRACT - Harvest is procedure which must happen as fast as
possible as soon as the seed physiological maturity is reached. In
sorghum, that maturity can occur with the water content around 25% a
35%. Nevertheless, seeds with a high water content can undergo damages
at the drying moment, needing, therefore, the adoption of drying methods
which warrant seed quality over storage. Thus, it was aimed in that work
to evaluate the quality of sorghum seeds, BR 310, harvested with
different moisture degrees (19% and 27%), submitted to drying under
three temperatures (35°C, 45°C and 35/45°C) and stored in a
conventional place and cold and dry chamber during the 9-month period.
The quality of the seeds was determined by the tests of moisture degree,
germination and emergence, emergence velocity rate (IVE), test of cold,
tetrazolium, mass electric conductivity and isoenzyme analysis. One can
conclude that the geminability of sorghum seeds increased with storage
when they were dried at 35/45°C. To the seeds harvested with 19% of
moisture, alternate drying kept its quality. There was reduction in the
percent of dormant seeds at three months, when stored in cold and dry
chamber.

Key words: Sorghum bicolor, harvest, storage.
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A colheita ¢ um procedimento que deve acontecer o mais rapido
possivel, assim que seja atingida a maturidade fisiologica da semente. No
caso do sorgo (Sorghum bicolor), essa maturidade pode ocorrer com o
conteido de agua em torno de 25% a 35%, dependendo do material
utilizado (Varderlip & Reeves, 1972).

O teor de agua elevado pode causar danos as sementes no
momento da colheita. Por esse motivo, as sementes de sorgo sdo mantidas
no campo até atingirem grau de umidade aproximado de 18%, valor
considerado ideal para minimizar os danos (Silva et al., 2001).

Com o objetivo de produzir sementes de qualidade e a
possibilidade de antecipacdo da colheita, a ado¢do de métodos de
secagem artificial torna-se necessaria para viabilizar o processo de
producdo. No entanto, uma secagem incorreta pode causar danos as
sementes, as quais podem apresentar redugdo no potencial de
armazenamento. Os efeitos da secagem a altas temperaturas ndo sdo
imediatos e, apdés algum tempo de armazenamento, tornam-se
mensuraveis, afetando, principalmente, a radicula das plantulas (Martins
& Carvalho, 1994).

Em sementes de sorgo (Sorghum vulgare), a secagem a
temperatura de 46°C a 48°C pode induzir dorméncia secundaria, devido a
alteragdes fisicas ocorridas na cobertura da semente, provocadas pela
secagem excessiva, de modo a restringir as trocas gasosas durante a
embebicdo (Nutile & Woodstoek, 1967).

E possivel que a atividade e a estrutura de certas enzimas ou

proteinas, em sementes sensiveis a dessecacdo, sejam permanentemente
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alteradas pela secagem, resultando em perda de atividade (Nkang et al.,
2000).

Em resposta ao estresse a alta temperatura, as sementes de sorgo
sintetizam proteinas de choque térmico (Late Embriogenesis Abundant)
(Howarth, 1990). Essas proteinas sao de fundamental importancia nas
sementes ortodoxas, por possuirem um importante papel na protecao das
estruturas citoplasmaticas das sementes durante a desidratagdo. Sua
detecgdo e acimulo nas fases finais do desenvolvimento de sementes tém
sido correlacionados com a aquisicdo de tolerancia a dessecagdo em
varias espécies (Kermonde, 1997).

A producao da enzima o amilase, essencial na hidrolise do amido,
também ocorre em resposta a dessecagao das sementes de cereais (Rosa et
al., 2004). Essas enzimas sdo produzidas pela camada de aleurona em
resposta a sintese do dacido giberélico (GAs), quando a semente ¢
submetida a secagem, seja natural ou artificial, em estddios mais precoces
do desenvolvimento (Armstrong et al., 1982).

No que se refere as condigdes de armazenamento, a baixa umidade
relativa do ar e a baixa temperatura sdo os fatores que garantem a
manutencdo da qualidade das sementes (Dhingra, 1985). Mesmo em
condigdes controladas de armazenamento, o envelhecimento das sementes
¢ inevitavel. Quando as sementes se deterioram, elas perdem vigor
progressivamente, apresentando reducdo na velocidade e na uniformidade
de emergéncia, menor resisténcia a condi¢des adversas, decréscimo na
propor¢ao de plantulas normais e, finalmente, perdem a viabilidade ou a

capacidade de germinar (Halmer & Bewley, 1984).
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A literatura sobre o armazenamento de sementes de sorgo por
periodos mais longos ¢ escassa no Brasil e essas informagdes sao
importantes quando se deseja armazenar as sementes de uma safra para
outra (Souza et al., 2009).

Assim, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, estudar a
qualidade das sementes de sorgo BR 310 colhidas com diferentes graus
de umidade, submetidas a diferentes temperaturas de secagem e
armazenadas em ambiente convencional e camara fria e seca, durante o

periodo de 9 meses.

Material e Métodos

As andlises foram conduzidas no Laboratorio Central de Sementes
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As sementes da cultivar BR
310 foram colhidas no campo de produgdo da empresa Biomatrix, na
cidade de Paracatu, MG, na safra 2008. As paniculas com sementes
contendo teores de agua de 19% e 27% foram colhidas, debulhadas
manualmente e imediatamente secas em trés protdtipos de secadores
estacionarios, até atingirem 12% de umidade. Dois prototipos foram
regulados em temperatura constante, um de 35°C e outro de 45°C e, no
terceiro, a secagem iniciou-se com 35°C, até as sementes atingirem 15%
e, em seguida, elevou-se a temperatura para 45°C, até a redugdo do grau
de umidade desejada. Apds a secagem, as sementes foram divididas em
duas porg¢des, embaladas em saco de papel multifoliado e armazenadas

em dois ambientes, camara fria ¢ seca (10°C e 50%UR) ¢ em condigdes
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ndo controladas, na Unidade de Beneficiamento de Sementes da UFLA
(UBS). A qualidade das sementes foi avaliada ao 0, 3, 6 ¢ 9 meses de
armazenamento, por meio das seguintes determinagdes: Grau de
umidade - Foi determinado pelo método da estufa a 105°C, por 24 horas
conforme as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009). Teste de
germinacao - o substrato para semeadura foi o papel do tipo “Germitest”,
umedecido com agua destilada em quantidade de 2,5 vezes o peso seco do
papel. As sementes foram colocadas em germinador regulado a
temperatura de 25°C e as contagens realizadas aos 4 e 10 dias apos a
semeadura (Brasil, 2009). Ao final do teste, as sementes ndo germinadas
foram avaliadas pelo teste de tetrazolio e cortadas longitudinalmente com
uso de um bisturi. A metade de cada semente foi colocada em recipiente
de plastico escuro, imersas em solugdo de sal de tetrazolio a 0,5%,
durante um periodo de 2 horas em temperatura constante de 30°C. Apds a
coloragdo, as partes da semente foram lavadas e avaliadas com o auxilio
do microscopio estereoscopico para a determinagdo da viabilidade. Teste
de emergéncia de plantulas - a semeadura foi realizada em bandeja
pléstica contendo como substrato a mistura de areia e terra, na propor¢ao
de 2:1, umedecido até a capacidade de 70% de retengdo. Apds a
semeadura, as bandejas foram mantidas em camara de crescimento
vegetal, previamente regulada a temperatura de 25°C, em regime
alternado de luz e escuro (12 horas). As plantulas foram avaliadas
diariamente apds o primeiro dia de emergéncia, computando-se o nimero
de plantulas emersas até a estabilizagdo do estande aos 10 dias. O indice
de velocidade de emergéncia foi determinado segundo formula proposta

por Maguire (1962) e, aos 10 dias apds a semeadura, computou-se o
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namero de plantulas normais. Teste de frio - a semeadura foi realizada
em bandeja plastica contendo como substrato a mistura de areia e terra, na
proporcao de 2:1, umedecido até a capacidade de 70% de retengdo. Apos
semeadura, as bandejas foram mantidas a 10°C por sete dias e, a seguir,
transferidas para camara de crescimento a temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12 horas, por mais sete dias, quando foi realizada a
contagem das plantulas normais. Teste de condutividade elétrica -
foram pesadas 50 sementes e colocadas em copos plasticos, contendo 75
ml de dgua deionizada. Apds 24 horas de embebicdo a temperatura de
25°C, foi realizada a leitura com auxilio de um condutivimetro de massa e
os resultados expressos em uS/cm/g, de acordo com metodologia descrita
por Krzyzanowski et al. (1999). Analise de isoenzimas - em cada época
de avaliagdo, retiraram-se duas amostras de 100 sementes e armazenou-se
a temperatura de -86°C em deep freezer. Para a extragdo da enzima o-
amilase, as sementes foram embebidas em papel tipo ‘Germitest’, a
temperatura de 25°C, por um periodo de 96 horas. Decorrido esse
periodo, o eixo embriondrio foi descartado e trituradas somente as
sementes na presenca de PVP e nitrogénio liquido. Para a extracdo, foi
utilizado o tampao Tris HCI 0,2M pH 8,0 + (0,1% de B mercaptoetanol),
na propor¢ao de 250uL por 100 mg. O material foi homogeneizado em
vortex e mantido overnight, em geladeira, seguido de centrifugagdo, a
16.000xg, por 30 minutos a 4°C. A corrida eletroforética foi realizada em
sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e a 4,5% (gel
concentrador) + 0,5% de amido. O sistema gel/eletrodo utilizado foi o
Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 uL do sobrenadante da amostra e

a corrida efetuada a 120 V, por 6 horas. A revelagdo da enzima foi
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realizada de acordo com Alfenas et al. (1991). Para anélise eletroforética
de proteinas resistentes ao calor, as sementes foram embebidas nas
mesmas condic¢des citadas, por periodo de 5 horas. As sementes foram
maceradas na presenga de solu¢do tampao (50mM tris-HCI 7,5; 500mM
NaCl; 5SmM MgCl, ; ImM PMSF), na propor¢do de 1:10 (peso material:
volume tampao de extragdo) e transferidas para microtubos. O material
foi homogeneizado em vortex e centrifugado a 16.000xg, por 30 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi colocado em banho-maria, a 85°C, por 15
minutos e novamente centrifugado. Posteriormente, 70uL do
sobrenadante de cada amostra foram misturados com 40uL de solucao
tampao (2,5 ml de glicerol; 0,46 g de SDS; 20 mg de azul de Bromofenol)
e colocados em banho-maria, com agua em ebuli¢do, por cinco minutos.
Dos sobrenadantes obtidos, foram aplicados 50ul no gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel
concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 120V, por 6 horas.
O gel foi corado em Coomassie Blue a 0,05% (Alfenas et al., 1991),
durante 12 horas e descorado em solu¢do de acido acético 10%.
Delineamento experimental e analise estatistica — foi utilizado o
esquema fatorial 2x3x4, sendo duas umidades de colheita (19% e 27%),
trés temperaturas de secagem (35°C; 45°C e 35°-45°C) e quatro épocas de
armazenamento (0, 3, 6 e 9 meses) para cada ambiente de
armazenamento, camara fria e seca e armazém convencional. O teste de
média utilizado foi o Scott-Knott a 5% e analises de regressdao foram
realizadas para as varidveis quantitativas e transformacdo dos dados
Vx+0,35, para a variavel dorméncia. Nas analises, foram utilizadas 4

repetigdes de 50 sementes em cada teste.
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Resultados e Discussao

Na analise de variancia dos resultados da avaliacdo das sementes
armazenadas em camara fria e seca, observaram-se efeitos significativos
da interagdo grau de umidade das sementes e época de armazenamento, €
da temperatura de secagem para as variaveis germinagdao e dorméncia. A
interagdo tripla dos fatores temperatura de secagem, grau de umidade das
sementes e épocas de armazenamento foi significativa somente para a
variavel condutividade elétrica. J4 para as sementes que foram
armazenadas em ambiente convencional, houve interagdo tripla
significativa para as varidveis germinagdo, dorméncia e vigor e interagao
dupla para grau de umidade das sementes ¢ época de armazenamento,
para as variaveis emergéncia e indice de velocidade de emergéncia e de
temperatura de secagem e grau de umidade das sementes para a variavel
condutividade elétrica.

Pelos resultados de germinagdo das sementes de sorgo armazenadas
em camara fria (Tabela 1), observa-se que a temperatura de secagem
alternada 35°/45°C propiciou melhores resultados em relagao as demais
temperaturas. A porcentagem de sementes dormentes foi reduzida com a
maior temperatura de secagem. Esse fato ndo ¢ coincidente com a
afirmativa de que elevadas temperaturas de secagem induzem a
dorméncia secundaria em sementes de sorgo (Nutile & Woodstoek,
1967). Segundo esses autores, a secagem com temperatura de 46°C a
48°C pode induzir dorméncia secundéria devido a alteracdes fisicas que

ocorrem na cobertura da semente, provocadas pela secagem excessiva, de
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modo a restringir as trocas gasosas durante a embebi¢do, o que nao foi

observado na presente pesquisa.

TABELA 1 Resultados médios (%) de germinacdo e dorméncia de
sementes de sorgo apoOs secagem, utilizando diferentes temperaturas e

armazenamento em cimara fria e seca.

Temperatura de

Dorméncia Germinagao
secagem (°C)
35 3,8B 87,2 B
45 1,6 A 87,9B
35/45 2,7A 90,1 A

Me¢édias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna, ndo diferem entre
si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Conforme se observa na Figura 1, independentemente da
temperatura de secagem, as sementes colhidas com grau de umidade de
19% e armazenadas em camara fria mantiveram a tendéncia de valores de
germinagdo superiores durante o periodo de armazenamento.

Nao houve diferenga significativa entre as épocas 0, 3 ¢ 6 meses

de armazenamento, para as sementes colhidas com 19% de umidade.
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FIGURA 1 Porcentagem de germinacdo ¢ dorméncia em sementes de
sorgo, colhidas com diferentes umidades e armazenadas em camara fria e

seca apOs secagem.

Ja as sementes colhidas com 27% de grau de umidade tiveram um
aumento na germinagdo, sobretudo apds o inicio do armazenamento,
quando foi verificado aumento linear dos valores. Estes resultados
comprovam a quebra de dorméncia dessas sementes durante o
armazenamento. No entanto, para as sementes armazenadas em ambiente
convencional (Figura 2), ndo houve diferenca significativa dos valores de
germinagdo, aos 3 e aos 6 meses de armazenamento, quando submetidas
as trés temperaturas de secagem. Ja a temperatura de secagem de 45°C
propiciou menor resultado de germinacdao (75%) aos 9 meses de
armazenamento, para as sementes de sorgo colhidas com 19% de
umidade, enquanto naquelas colhidas com 27% de umidade a

porcentagem de germinacdo de sementes secas sob temperatura de
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FIGURA 2 Porcentagem de germinacdo em sementes de sorgo colhidas

com diferentes umidades, submetidas a diferentes temperaturas de

secagem e armazenadas em ambiente convencional.
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As sementes colhidas com 27% de grau de umidade tiveram
reducdo na porcentagem de sementes dormentes até os trés meses de
armazenamento, independente da temperatura de secagem (Figura 3).

No entanto, observou-se aumento significativo a partir dos trés
meses para aquelas sementes secas sob temperatura de 45°C, tanto
quando colhidas com 19% como 27%. Esse fato também foi verificado
para sementes colhidas com 19% de grau de umidade e secas a
temperatura de 35°45°C.

Os resultados reforcam a ideia de indugdo de dorméncia
secundaria em sementes de sorgo submetidas a altas temperaturas. Vale
ressaltar, entretanto, que essa indugdo foi observada em sementes
armazenadas em armazém convencional. Quando as sementes foram
armazenadas em camara fria e seca, houve uma redugdo nessa
porcentagem, o que pode ser devido a uma estratificacao a frio.

Em relagdo aos valores de emergéncia (Figura 4), houve diferenca
entre os tratamentos somente antes do armazenamento em ambiente
convencional, onde a porcentagem de plantulas foi superior quando as
sementes foram colhidas com 19% de grau de umidade, independente da

temperatura de secagem.
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FIGURA 4 Emergéncia de plantulas oriundas de sementes de sorgo
colhidas com diferentes umidades e armazenadas em armazém

convencional.

Quanto ao indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Figura 5),
para a condicdo de camara fria, apds inicio do armazenamento, as
sementes de sorgo tiveram menor vigor em ambos os teores de agua
avaliados. Verificou-se, ainda, que ndo houve diferenca significativa entre
os valores, para as épocas trés e nove meses de armazenamento, sendo
estes superiores aos dos seis meses. Entretanto, para as sementes
armazenadas em armazém convencional, verifica-se tendéncia de reducdo
de vigor em sementes colhidas com 27% e 19% de grau de umidade.
Segundo Baudet (2003), a deteriora¢do natural das sementes proporciona
redugcdo na germinagdo, porém, ¢ possivel retardar sua velocidade por

meio do manejo correto das condicdes de armazenamento.



112

o CF

10,0 -
5.0 7 weme27% ¥=0,25%2-2,97x+20,97 R=99%
—=—19% Y=0.155"- 1.68x + 16,04 R=98%
0.0
a0 AMB

Indice de velocidade de emergéncia

InA

S0 e 279 T=0.0437 - 0475+ 0,765+ 15,93 R=100%
—=— 19% ¥=0.205"-2,69x+ 21,07 R=99%

0 3

(=)
o

Armazenamento (meses)

FIGURA 5 Indice de velocidade de emergéncia de plantulas oriundas de
sementes de sorgo colhidas com diferentes umidades e armazenadas em

camara fria e seca (CF) e ambiente convencional (AMB).

Pela interagdo entre os fatores de temperatura de secagem e grau
de umidade de colheita (Tabela 2), observa-se maior vigor pelo teste de

frio para as sementes colhidas com teor de agua inicial de 27% e secas a
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temperatura de 35°C e 35°45°C. Ja aquelas colhidas com 19% de
umidade ndo apresentaram diferengas significativas de vigor quando

submetidas as diferentes temperaturas de secagem.

TABELA 2 Resultados médios de vigor (%) avaliados pelo teste de frio
de sementes de sorgo colhidas com diferentes graus de umidades e secas

sob diferentes temperaturas e armazenadas em camara fria e seca.

Temperatura de Umidade de colheita (%)
secagem (°C)
19 27
35 83,8 bA 92,9 aA
45 86,6 aA 88,4 aB
35/45 84,8 bA 94,8 aA

Me¢dias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na
linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

No geral, os resultados do teste frio (Figura 6) corroboram os de
germinacdo e dorméncia em sementes de sorgo submetidas aos
tratamentos estudados. Durante a maturacdo de sementes, a aquisicdo da
tolerancia a dessecagdo pode coincidir com a maturidade fisiologica. A
transicdo de intolerancia para tolerancia a dessecacdo tem sido
usualmente reportada como uma mudanca dréstica, ocorrendo em alguns
dias e determinada como a tolerancia para um nivel de secagem (Long et

al., 1981; Fischer et al., 1988; Kermode & Bewley, 1989).
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FIGURA 6 Porcentagem de vigor de sementes de sorgo avaliadas pelo
teste de frio, oriundas de sementes colhidas com diferentes umidades,
submetidas a diferentes temperaturas de secagem e armazenadas em

ambiente convencional.
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O entendimento das mudangas que ocorrem nas sementes, nos
diferentes estadios de desenvolvimento, a medida que perdem agua, ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento de metodologias de
secagem de sementes colhidas com altos teores de agua. E sabido que,
com progressiva perda de dgua no campo apds a maturidade fisioldgica,
as sementes tornam-se mais tolerantes a temperaturas mais elevadas de
secagem, indicando que eventos ocorrem juntamente com a reducdo do
teor de agua (Rosa et al., 2004).

Pelo grafico da Figura 7 nota-se que houve comportamento
semelhante para todos os tratamentos, com tendéncia de queda nos
valores de condutividade elétrica, até os seis meses de armazenamento.
Apods esse periodo, a condutividade elétrica das sementes de sorgo
armazenadas em camara fria e seca aumentou, exceto para as sementes

com 27% de umidade e secas a 45°C constantes.
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FIGURA 7 Valores condutividade elétrica em sementes de sorgo colhidas
com diferentes umidades, submetidas a diferentes temperaturas de

secagem e armazenadas em camara fria e seca.
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Verifica-se que os valores de condutividade das sementes de sorgo
colhidas com 19% de umidade, secas ¢ armazenadas em armazém
convencional (Tabela 3) ndo diferem quanto as temperaturas de secagem
a que foram submetidas. As sementes colhidas com umidade de 27%
tiveram maior lixiviacdo de solutos quando secas a 45°C, uma vez que a
fragilidade do sistema de membranas apds a secagem a alta temperatura

pode ter contribuido para o aumento da condutividade elétrica.

TABELA 3 Valores médios de condutividade elétrica (uS.cm™.g™") em
sementes de sorgo apos secagem, utilizando diferentes temperaturas e

armazenadas em armazém convencional.

Temperatura de Umidade de colheita (%)
secagem (°C
gem (°C) 19 27
35 0,38 aA 0,37 aA
45 0,38 aA 0,43 bB
35/45 0,38 aA 0,36 aA

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na
linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Quando as sementes foram submetidas ao teste de condutividade
elétrica, o grau de umidade dessas sementes estava entre 11%-12,5%,
para aquelas armazenadas em camara fria e de 11,5% a 13%, para aquelas
armazenadas em ambiente convencional.

O teor de 4gua nas sementes no momento da instalagdo do teste

também ¢ de extrema importancia na realizagdo da condutividade elétrica
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de massa. Para sementes de soja, no inicio do teste, esses valores devem
se situar entre 11% e 17% (Association of Official Seed Analysts -
AOSA, 1983). Quando o teor de agua se situa abaixo de 11%, o valor da
condutividade elétrica aumenta significativamente (Loeffler et al., 1988).
Quanto maior o teor de d4gua, menor o valor de condutividade, reduzindo
a saida de eletrdlitos (Vazquez, 1995).

Em relagdo a atividade enzimatica, nas sementes colhidas com
19% de umidade e submetidas a secagem, a atividade da enzima -
amilase (Figura 8), responsavel pela hidrélise de amido em cereais, foi
mantida em todas as épocas. Para aquelas colhidas com umidade de 27%
e secas a temperatura de 45°C e de 35°45°C, essa atividade foi
praticamente nula, principalmente na época 3.

Epoca 0 Epoca 3 Epcoa 6 EF'DCES‘

) ---

S
1709 _J?J .

FIGURA 8 Perfis enzimaticos de alfa amilase em sementes de sorgo apos
secagem ¢ armazenadas em camara fria e seca (A) e armazém
convencional (B).
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A dessecacdo de sementes, seja no estddio final de
desenvolvimento ou por meio de secagem artificial, induz a produgdo de
enzimas necessarias para a mobilizacdo de reservas necessarias para a
germinacao (Bewley & Black, 1994).

A medida que as sementes perdem agua, adquirem tolerdncia a
secagem a temperaturas mais elevadas. Dentre outros fatores, essa
tolerancia ¢ atribuida ao acumulo de LEAs proteinas, as quais sao
sugeridas como protetoras dos componentes celulares na falta de agua,
promovendo um ajuste osmatico ou substituindo agua (Han et al., 1997).

Pelos perfis eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor
apresentados na Figura 9, observa-se que, independente do grau de
umidade das sementes na colheita e da temperatura de secagem, quando
armazenadas em camara fria (Figura 9A), ndo foram observadas
diferencas no padrio de bandas durante os nove meses de
armazenamento. Os padroes de proteinas resistentes ao calor
permaneceram estaveis nas sementes de sorgo independentemente do
método de secagem empregado e do teor de 4agua inicial. Essa
estabilidade sugere que o método de secagem ndo induziu mudangas no

padrao proteico dessas sementes.
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FIGURA 9 Padrao de proteina resistente ao calor de sementes de sorgo

colhidas com diferentes umidades apds secagem em diferentes
temperaturas e armazenadas em camara fria e seca (A) e armazém

convencional (B).

A fungdo dessas proteinas ainda ndo esta bem esclarecida, mas sua
estabilidade, propriedades fisicas e abundancia em organismos que
toleram a desidratagdo sugerem um importante papel em tolerdncia a
dessecacdo (Blackman et al., 1991). O papel dessas proteinas em
tolerancia a dessecacdo deve-se a sua habilidade para atrair moléculas de
agua, mantendo o ambiente local enriquecido de agua ou de alguma
forma até substituindo a agua (Bewley & Black, 1994).

Analisando-se os padrdes de bandas das proteinas resistentes ao
calor apresentadas para as sementes de sorgo armazenadas em armazém
convencional (Figura 9B), ficam evidente as alteracdes nas proteinas a

partir da época 3. Observa-se aumento na intensidade dessas bandas, com
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excecao das sementes colhidas com umidade de 19% e secas a 35°C, até
os seis meses de armazenamento.

Verificou-se também o aparecimento de duas bandas nas sementes
colhidas com 19% de umidade, secas a 45°C aos 9 meses de
armazenamento. Essas proteinas sdo acumuladas durante a secagem na
maturacdo e sua estabilidade, hidrofilicidade e quantidade sugerem a
associacdo a tolerancia a secagem (Blackman et al., 1991). Foi sugerido
que as proteinas LEA podem ligar ions e agua, podendo, ainda, estar
associadas aos agucares, controlando a taxa de perda de 4gua e mantendo,
assim, a viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco (Pammenter

& Berjak, 1999).

Conclusoes

A germinabilidade de sementes de sorgo armazenada em camara
fria aumentou com o armazenamento quando foram secas a 35°/45°C.

A temperatura de secagem alternada 35°/45°C foi melhor para as
sementes colhidas com 19% de umidade.

Houve reducdo do percentual de sementes dormentes aos 3 meses

de armazenamento em camara fria e seca.
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