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“Os que se encantam com a pratica sem a ciéncia sS40 como 0s timoneiros que
entram no navio sem timdo nem bussola, nunca tendo certeza do seu destino. ”

(Leonardo Da Vinci)



RESUMO

O tratamento quimico de sementes de milho é pratica amplamente adotada para protecdo das
lavouras em fase inicial. No entanto, algumas moléculas tém interferido na qualidade de
sementes, sobretudo aquelas armazenadas, acelerando sua deterioragdo. O objetivo deste
trabalho foi investigar a influéncia de tratamentos inseticidas sobre a expressao enzimatica e
qualidade de sementes de milho, submetidas ao armazenamento, determinando quais sistemas
enzimaticos podem ser afetados em uma possivel acdo fitotdxica dos produtos. Sementes dos
hibridos 2B647PW e SHS4070 foram tratadas com quatro diferentes tratamentos quimicos
(tratamento padrdo, padrdo + clotianidina, padrdo + tiametoxam e padrdao + fipronil) e
armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses). Os testes de qualidade fisioldgica
realizados foram primeira contagem de germinagdo, germinacédo, teste do frio sem solo e
emergéncia em bandeja. A analise da expressdo das enzimas a-amilase, esterase, superdxido
dismutase, catalase e malato desidrogenase e alcool desidrogenase foi feita pela técnica de
eletroforese em gel. Reducbes nos parametros primeira contagem de germinacdo e
emergéncia foram observadas para os dois hibridos estudados no decorrer do periodo de
armazenamento. Tratamentos das sementes com tiametoxam levaram a maior reducdo da
qualidade fisioldgica das sementes do hibrido 2B647PW durante o periodo estudado. De
modo geral, houve reducdo da expressdo enzimatica nas sementes aos 9 meses de
armazenamento. As analises enzimaticas consistem em pratica mais sensivel para a deteccdo
do estado de deterioracdo de sementes. Conclui-se que a qualidade de sementes de milho
tratadas com inseticidas, e armazenadas, varia conforme o produto utilizado, o periodo de
armazenamento e o hibrido. O tratamento com os inseticidas clotianidina, tiametoxam e
fipronil reduz a qualidade fisiologica das sementes do hibrido 2B647PW aos nove meses de
armazenamento. O tratamento das sementes com os inseticidas clotianidina, tiametoxam e
fipronil reduz a expressdo das enzimas a-amilase, superoxido dismutase e catalase aos nove
meses de armazenamento. As enzimas a-amilase, superoxido dismutase, catalase e &lcool
desidrogenase séo bons marcadores da qualidade de sementes hibridas de milho.

Palavras-chave: Zea mays. Tratamento de sementes. Enzimas.



ABSTRACT

The chemical treatment of maize seeds is a widely adopted practice for the protection of crops
in early stage. However, some molecules have interfered in the quality of seeds, especially
those stored, accelerating their deterioration. The objective of this work was to investigate the
influence of insecticide treatments on the enzymatic expression and quality of maize seeds
submitted to storage, determining which enzymatic systems may be affected in a possible
phytotoxic action of the products. Seeds of the 2B647PW and SHS4070 hybrids were treated
with four different chemical treatments (standard treatment, standard + clothianidin, standard
+ thiamethoxam and standard + fipronil) and stored for different periods (0, 3, 6 and 9
months). The physiological quality tests performed were germination first counting,
germination, cold test and emergence. The analysis of the expression of a-amylase, esterase,
superoxide dismutase, catalase and malate dehydrogenase and alcohol dehydrogenase
enzymes was performed by the gel electrophoresis technique. Reductions in the first
germination and emergence counts were observed for the two hybrids studied over the storage
period. Thiamethoxam seed treatments led to a greater reduction in the physiological quality
of the seeds of the 2B647PW hybrid during the study period. In general, there was a reduction
of the enzymatic expression in the seeds at nine months of storage. The enzymatic analyzes
are a more sensitive practice for detecting the state of seed deterioration. It is concluded that
the quality of maize seeds treated with insecticides and stored varies according to the product
used, storage period and hybrid. The treatment with the insecticides -clothianidin,
thiamethoxam and fipronil reduces the physiological quality of the seeds of hybrid 2B647PW
at nine months of storage. The treatment of seeds with the insecticides clothianidin,
thiamethoxam and fipronil reduces the expression of the a-amylase, superoxide dismutase and
catalase enzymes at nine months of storage. The enzymes a-amylase, superoxide dismutase,
catalase and alcohol dehydrogenase are good markers of the quality of hybrid corn seeds.

Keywords: Zea mays. Seed Treatment. Enzymes.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das mais importantes culturas agricolas do
mundo, sendo responsavel por cerca de 40% da producdo mundial de grdos (USDA, 2019). O
Brasil se destaca na cadeia produtiva de milho, com uma producéo em torno de 82 milhdes de
toneladas, o pais tem o posto de terceiro maior produtor mundial do grdo (CONAB, 2019).
Essa posicao de destaque é consequéncia do avanco tecnoldgico observado no setor, ao longo
dos anos, proporcionado principalmente pelo aprimoramento do manejo fitotécnico da
cultura, desenvolvimento de hibridos com genética superior e uso de sementes de boa
qualidade.

Com o estabelecimento do sistema de plantio direto e aumento da &rea semeada com
milho na segunda safra, algumas pragas, antes consideradas secundarias, tém ganhado
destague no sistema de producdo, atacando principalmente a fase inicial da cultura. Como
consequéncias do ataque destas pragas, tem-se a reducdo do estande de plantas e a
transmisséo de doencas, prejudicando a manifestacdo do potencial produtivo da lavoura.

Uma das praticas disponiveis para protecdo inicial dos plantios, o tratamento de
sementes se destaca pela eficiéncia, economia e menor impacto ambiental. O tratamento de
sementes refere-se a aplicacdo de processos e substancias que preservem ou aperfeicoem o
desempenho das sementes, permitindo que estas expressem todo seu potencial genético.
Dentre as substancias mais utilizadas estdo os fungicidas e inseticidas.

O tratamento quimico com fungicidas e inseticidas em sementes de milho ja é
amplamente realizado, sendo feito em sua maioria na inddstria, antes do armazenamento. No
entanto, algumas moléculas interferem na viabilidade de sementes armazenadas, acelerando
sua deterioracdo (DAN et al., 2010; DEUNER et al., 2014). A exposic¢do dos tecidos vegetais
a estes produtos pode gerar estresse oxidativo, potencializando a formacdo de espécies
reativas de oxigénio nas células, degradando membranas e macromoléculas como proteinas e
DNA (BASHIR; SIDDIQI; IQBAL 2007). Estes danos refletem na reducdo da qualidade de
sementes. Dentre as implicacfes de se usar sementes de baixa qualidade estdo a reducdo da
produtividade, aumento do custo de producdo e menor rentabilidade da atividade.

Para diagnostico da qualidade de sementes, normalmente sdo utilizados testes como
germinacdo, emergéncia, teste do tetrazolio, envelhecimento acelerado, teste do frio, dentre
outros. Além destes testes padrbes de germinacdo e vigor, tem-se utilizado as alteracdes na
atividade e expressdo de algumas enzimas como parametros para a avaliacdo da qualidade de
sementes (CARVALHO et al., 2014, GALVAO et al., 2014). Além de indicativo da condi¢io
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das sementes, 0 uso de anélises enzimaticas também pode auxiliar na descoberta das causas de
um reduzido vigor ou viabilidade.

Sabendo do potencial informativo que as analises enzimaticas possuem, objetivou-se
com este trabalho, investigar a influéncia de tratamentos inseticidas sobre a expressdo
enzimatica em sementes de milho submetidas ao armazenamento, determinando quais
sistemas enzimaticos podem ser afetados em uma possivel agdo fitotoxica dos produtos,

esclarecendo uma eventual reducdo da qualidade das sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma espécie pertencente a familia Poaceae, de ampla
adaptacéo a diferentes condicdes ambientais. E classificada como de ciclo anual, monoica,
alégama, anemofila e possui metabolismo C4. E considerada a cultura agricola com origem
nas Américas de maior importancia no mundo. Essa relevancia do cereal é devida a seus
diversos usos, sendo importante na alimentacdo animal, humana e industrias (fabricacdo de
polimeros e biocombustiveis) (MORO; FRITSCHE-NETO, 2017). Além de seu grande valor
para 0 agronegocio, o milho também é uma das culturas mais cultivadas pela agricultura
familiar, tanto para a subsisténcia quanto como uma fonte de renda.

A semente do milho é classificada botanicamente como cariopse, fruto em que o
pericarpo estd fundido com o tegumento propriamente dito. E formada por trés partes
principais: pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo é uma camada fina e resistente,
constituindo a parte mais externa da semente. O endosperma, constituido em grande parte por
amido, € a parte de maior volume da semente e estd envolvido pelo pericarpo. A parte mais
externa do endosperma, que estd em contato com o pericarpo, é denominada camada de
aleurona, a qual é rica em proteinas e enzimas cujo papel no processo de germinacdo é
determinante. O embrido, ao lado do endosperma, possui primordios de todos os 6rgdos da
planta desenvolvida.

Com producdo aproximada de 1,1 bilhdo de toneladas, o milho é o grdo mais
produzido no mundo (FAO, 2019). O Brasil ocupa o posto de terceiro maior produtor
mundial, com um montante produzido de 82 milhdes de toneladas de grdos, perdendo em
producdo apenas para os EUA e China, com producdes de 371 e 259 milhdes de toneladas,
respectivamente (USDA, 2019). No pais, o cereal é cultivado em todos os estados,
apresentando uma produtividade média proxima de 4700 kg/ha. O estado de maior producéo €
0 Mato Grosso, seguido do Parana, Goias e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2019).

O milho é cultivado no Brasil em duas épocas, primeira safra e segunda safra. A
primeira safra ou safra de verdo, tem a semeadura efetuada de agosto a dezembro. O milho
desta epoca possui menores empecilhos para obtencdo de alta produtividade, em razdo das
boas condicGes climaticas observadas. A segunda safra, semeada de janeiro a marco, era
inicialmente chamada de safrinha, pelas baixas produtividades dos primeiros cultivos e os

menores investimentos em insumos. Hoje, é a principal safra do milho no pais, com producéo



16

bastante superior a da primeira época. No ultimo ano agricola, de 2017/18, a produgdo de
milho no Brasil fechou em 82 milhdes de toneladas, sendo a segunda safra responsavel por
cerca de 2/3 desse total (CONAB, 2019).

As condicdes climaticas inerentes a segunda safra sdo um tanto desfavoraveis para o
pleno rendimento da cultura, entretanto, o avango tecnoldgico em mudltiplas &reas tem
permitido o aumento da produtividade do milho durante esta época do ano. A obtengdo e uso
de sementes de boa qualidade esta entre os principais motivos pelo sucesso da segunda safra
no pais, permitindo um adequado estabelecimento dos cultivos e alcance de elevados

rendimentos.

2.2 Deterioracdo e armazenamento de sementes

O armazenamento de sementes tem por objetivo preservar a qualidade das sementes
durante todo o tempo em que estiverem armazenadas, até o plantio da proxima safra. Embora
condigOes apropriadas de armazenamento ndo aumentem a qualidade das sementes, elas
podem deter ou diminuir a reducdo desta, pela inibicdo do desenvolvimento de
microrganismos prejudiciais e retardando a deterioracdo fisiolégica (BEWLEY et al., 2006).

A deterioracdo ocorre pelo processo natural de envelhecimento das sementes e
envolve uma série de alteracdes fisioldgicas, bioguimicas e fisicas, que, eventualmente,
causam a morte do propagulo (MARCOS FILHO, 2015). Embora seja um processo natural, a
deterioracdo de sementes pode ser intensificada devido a condicdes ambientais e de
armazenamento, como a temperatura, umidade e tipo de embalagem.

Com o aumento do periodo de armazenamento € esperada uma reducdo em parametros
fisiolégicos como a germinacdo e vigor de plantulas, em decorréncia da deterioracéo.
Trabalhando com milho, Coradi et al. (2015) observaram decréscimo na germinacdo dos
materiais, com maior intensidade para condi¢des ndo controladas de armazenamento, se
comparado com o armazenamento refrigerado. Uma menor temperatura ocasiona diminuicao
na velocidade de reacfes bioquimicas em sementes, reduzindo o consumo de reservas e
permitindo a manutengdo das caracteristicas iniciais de armazenamento por periodos mais
longos (AGUIAR et al., 2012). Carvalho e Nakagawa (2012) afirmam que para o
armazenamento de sementes de milho, as condicdes ideais sdo temperatura de 10-11 °C e
umidade relativa do ar entre 50 e 55%.

O teor de agua das sementes também é fator determinante na manutencéo da qualidade

das sementes armazenadas. O teor de dgua das sementes sofre forte influéncia das condicbes
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ambientais do armazém, principalmente temperatura e umidade relativa do ar. Um teor
elevado de &gua, combinado a elevadas temperaturas, além de favorecer processos
respiratorios das sementes, também estimula atividade de microrganismos e de insetos-praga
(VILLELA; MENEZES, 2009). E necessario considerar que algumas espécies, classificadas
como recalcitrantes, ndo toleram dessecacgéo e baixas temperaturas (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998). Neste caso, mesmo com controle do ambiente de armazenamento, a
viabilidade das sementes ndo é mantida por longos periodos de tempo.

A aplicacdo de produtos estranhos a semente como fitossanitarios, nutrientes,
reguladores de crescimento e horménios, aminoacidos, polimeros e corantes, aumentam 0s
riscos de deterioracdo da qualidade fisioldgica das sementes durante o armazenamento.
Sementes de milho tratadas com os inseticidas tiametoxam e imidacloprido + tidiocarbe
apresentaram reducdo no vigor com o prolongamento do periodo de armazenamento ap6s o
tratamento (LORENZETTI et al., 2014). Deuner et al. (2014) verificaram reducdo da
germinacgdo e do vigor de sementes de milho tratadas com fitossanitarios, sendo a reducao
varidvel em funcdo do produto e do tempo em que as sementes permaneceram armazenadas.
A peletizacdo de sementes de Brachiaria decumbens com areia e microcelulose prejudicou as
velocidade e porcentagem de germinacdo, bem como a emergéncia de plantulas durante o
armazenamento (PEREIRA et al., 2011).

O tratamento de sementes com fitossanitarios € muito comum, e as condi¢des de
armazenamento podem mudar o comportamento dos produtos sobre as sementes. Magalhaes
(2013) verificou que a reducdo da temperatura de armazenamento interfere nos efeitos
fitotoxicos de fitossanitarios aplicados em sementes. Os efeitos danosos dos produtos sobre as
sementes sdo percebidos na medida em que se acentua o processo de deterioracdo. Como este
é reduzido pelas condi¢bes baixas de temperatura, os sistemas de defesa das sementes
permanecem funcionais e evitam eventuais danos causados pelos produtos. O tempo de
armazenamento também afeta o comportamento de produtos sobre a semente. Longos
periodos de armazenamento podem levar o tiametoxam a causar efeitos prejudiciais em
parametros fisioldgicos de sementes de milho (MAGALHAES, 2013; TONIN et al., 2014).

O tipo de embalagem em que as sementes sdo armazenadas também influencia em sua
qualidade fisiologica, isso porque a embalagem interage com a umidade do ambiente,
controlando ou nao a troca de agua das sementes com o meio exterior. Trabalhando com dois
tipos de embalagens para armazenamento de sementes de milho, Antonello et al. (2009)

verificaram que o uso de embalagens plasticas possibilitou uma melhor manutencdo da
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qualidade fisioldgica, fisica e sanitéria das sementes, com menor incidéncia de insetos e de
fungos, se comparada aos sacos de algodao.

Com a ocorréncia da deterioracdo, mudancas bioquimicas também séo observadas em
sementes. Copeland e McDonald (2001) destacam que para detectar o inicio da deterioracdo
das sementes, as avaliagdes mais sensiveis sdo aquelas relacionadas as atividades de enzimas
associadas a biossintese de tecidos novos, uma vez que, com o processo de deterioracdo das
sementes, as enzimas tornam-se menos eficientes para exercer a atividade catalitica.

Com o aumento do tempo de exposic¢do das sementes a condi¢cdes ndo controladas de
armazenamento, enzimas relacionadas com a respiracdo celular, como é o caso da malato-
desidrogenase (MDH) e Aalcool-desidrogenase (ADH) tém suas atividades reduzidas,
sugerindo falhas em suas funcGes (CAIXETA et al., 2014; CARVALHO et al., 2014). A
ADH ¢ uma enzima ligada a respiracdo anaerobica e atua na reducdo do acetaldeido, que
acelera a deterioracdo de sementes, a etanol, composto menos tdxico que o anterior
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2005; ZHANG et al., 1999). Assim, com maior
atividade da enzima, espera-se maior preservacdao da qualidade das sementes e, por
conseguinte, uma menor deterioragéo.

A produgdo de especies reativas de oxigénio (EROs) é incrementada durante o
processo deteriorativo de sementes (MCDONALD, 1999). Estes EROs promovem danos as
células e tecidos, levando a reducdo da qualidade das sementes. Na defesa contra as EROs,
existem enzimas como a superéxido dismutase e peroxidase, responsaveis pela remocao e
reducdo destes agentes toxicos. Com o prolongamento da exposicdo de sementes a condicdes
ndo ideais de armazenamento, pode-se ter reducdo na atividade destas enzimas antioxidantes,
tornando as sementes mais suscetiveis aos efeitos deletérios das EROs, perdendo sua
viabilidade (CARVALHO et al., 2014).

2.3  Tratamento quimico de sementes

O tratamento de sementes, no sentido amplo, € a aplicacdo de processos e substancias
gue preservem o desempenho das sementes, permitindo a expressao maxima do potencial
genético das culturas. Inclui a aplicagdo de pesticidas, produtos bioldgicos, inoculantes,
bioestimulantes, micronutrientes etc. Em sentido restrito, o tratamento de sementes refere-se a
aplicacdo de produtos quimicos eficientes no controle de patdgenos e pragas (MENTEN;
MORAES, 2010).
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O tratamento quimico de sementes, além de ser econdmico e de facil execucéo, é
também considerado seguro ao homem e ao ambiente. Devido a pequena quantidade de
produtos adicionados as sementes, e estes estarem em contato direto com o sitio alvo, € um
método pouco prejudicial ao ambiente, quando comparado aos sistemas convencionais de
tratamento de doencgas e pragas, por pulverizacdo aérea. O tratamento quimico de sementes é
considerado uma das medidas mais eficientes no controle de pragas e patdgenos que afetam a
emergéncia de plantulas e o seu desenvolvimento inicial (ALBUQUERQUE et al., 2006).
Além disso, o tratamento ainda pode promover maior longevidade as sementes armazenadas
devido a sua agdo contra organismos prejudiciais que ataquem durante esta etapa.

Hoje, no Brasil, cerca de 65 produtos comerciais estdo registrados para uso em
tratamento de sementes de milho (BRASIL, 2019). Grande parte destes produtos possuem
inseticidas em sua composicdo. Dentre os inseticidas mais utilizados para o tratamento de
sementes estdo os neonicotinoides, como o tiametoxam e a clotianidina. Outro grupo utilizado
é o dos fenilpirazois, representado principalmente pelo ingrediente ativo fipronil.

Os neonicotinoides sdo um grupo de inseticidas neurotoxicos, de acdo sistémica e bom
efeito residual. S&o derivados da nicotina, um alcaloide encontrado nos tecidos de plantas do
género Nicotiana, da familia Solanaceae. A nicotina também apresenta atividade inseticida,
embora sua alta toxicidade, carater volatil e baixa sistemicidade, tenham provocado sua
substituicdo por moléculas sintéticas como os neonicotinoides (TOMLIN, 2009).

Inseticidas derivados da nicotina tem como alvo o sistema nervoso central dos insetos.
Atuando como agonistas da acetilcolina, se ligam de maneira irreversivel aos receptores do
neurotransmissor nos insetos. Esta ligacdo leva a uma abertura dos canais i6nicos nicotinicos
e a uma rapida resposta excitatoria. A ligagdo e os estimulos continuos dos receptores neurais
resultam na morte do inseto (FISHEL, 2016; TOMIZAWA; CASIDA, 2005).
Neonicotinoides tém ocupado lugar de destaque dentre os maiores grupos de inseticidas
presentes no mercado. Seu uso tem aumentado com a perda da eficiéncia de outros grandes
grupos como organofosforados e carbamatos, devido a resisténcia de insetos (BASS et al.
2015; JESCHKE et al., 2011).

Neonicotinoides séo registrados para uso em uma ampla variedade de culturas
agricolas visando principalmente o manejo de insetos sugadores, embora tenha agdo sobre
alguns coleopteros e lepidopteros (FAIRBROTHER et al., 2014). Embora seu maior uso seja
no tratamento de sementes, também podem ser aplicados via pulverizacGes foliares e no solo
(BLACQUIERE et al., 2012; JESCHKE et al., 2011). A boa efetividade observada de

neonicotinoides sobre insetos da ordem Hemiptera pode ser explicada pela presenca de
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receptores nicotinicos com alta afinidade a moléculas deste grupo. Em insetos de outras
ordens, como dipteras e lepiddpteros, estes sitios estdo presentes em menor quantidade,
esclarecendo a menor agédo toxica em algumas espécies destes grupos (CROSSTHWAITE et
al., 2017; WIESNER; KAYSER, 2000).

O primeiro composto do grupo dos neonicotinoides a ser sintetizado foi a nitiazina, em
1978 (YAMAMOTO; CASIDA, 1999). Possuia excelente atividade inseticida, boa acdo
sistémica em plantas e baixa toxicidade a mamiferos. Entretanto, era rapidamente degradado
sob a luz, e esse foi 0 motivo que o impediu de ser comercializado. Em 1985, da modificacdo
da estrutura da nitiazina, surgiu o imidacloprido, o primeiro neonicotinoide a ser
comercializado no mundo (KAGABU, 2011). O imidacloprido possuia atividade inseticida 12
vezes maior que a nicotina, alta sistemicidade, é pouco tdxico e fotoestavel. Logo apds o
lancamento do imidacloprido, outros inseticidas neonicotinoides considerados de primeira
geragdo passaram a ser comercializados, dentre eles estdo o nitempiram, o acetamiprido e o
tiacloprido.

Tiametoxam e clotianidina também pertencem ao grupo dos neonicotinoides, sendo
considerados neonicotinoides de segunda geracdo. Neonicotinoides de segunda geracdo se
diferenciam dos primeiros devido a algumas alteracGes em suas estruturas que melhoram suas
propriedades fisico-quimicas e potencializam a atividade inseticida (YAMAMOTO;
CASIDA, 1999). As moléculas dos inseticidas neonicotinoides de primeira e segunda
geracdo, como as de seus precursores (nicotina e nitiazina) estdo representadas na Figura 1.

O tiametoxam € um inseticida sisttmico indicado para o tratamento de sementes de
milho. Além de registrado para o milho, o tiametoxam tem registro para as culturas do
algodao, amendoim, arroz, cana-de-acucar, cevada, feijdo, girassol, pastagens, soja, sorgo e
trigo. As pragas-alvo sdo o cord (Liogenys fuscus), cigarrinha do milho (Dalbulus maidis),
cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta), lagarta-elasmo (Elasmopalpus lignosellus) e
percevejo-barriga-verde (Dichelops spp.) (BRASIL, 2019).

Tiametoxam ocupa 0 posto de neonicotindide mais comercializado no mundo com
vendas ultrapassando 37% do mercado dos neonicotinoides (CROSSTHWAITE et al., 2017).
No inseto, a clivagem da molécula de tiametoxam leva a formac&o de clotianidina, um outro
composto inseticida neonicotinoide (COULON et al., 2018). Contudo, a velocidade com que a
clotianidina é formada a partir de tiametoxam ainda permite que esta Ultima desempenhe seu
papel neurotdxico no organismo do inseto (KAYSER et al., 2007; TAILLEBOIS et al., 2014).
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Figura 1 - Formulas estruturais da nicotina, nitiazina e seus derivados de primeira e segunda

geracao.
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Fonte: Adaptado de Swenson (2013).

Clotianidina é outro neonicotinoide indicado para o tratamento de sementes. Possui
registro para as culturas do algoddo, milho e soja. No milho, é indicado para o controle do
coré (Phyllophaga cuyabana), pulgdo do milho (Rhopalosiphum maidis), cigarrinha do milho
(Dalbulus maidis), tripes (Frankniella williamsi) e percevejo-barriga-verde (Dichelops spp.)
(BRASIL, 2019).

Com o estabelecimento do sistema plantio direto, e cultivo do milho em sequéncia a
safra de soja, tem-se observado o crescimento populacional e aumento da relevancia de
algumas espécies de pragas que antes eram consideradas pragas secundarias no milho,
podendo-se destacar os percevejos barriga-verde (Dichelops spp.) e o marrom (Euschistus
heros) (QUINTELA et al., 2006). Com 0 aumento da pressdo destas pragas sobre os cultivos
de milho, os ingredientes ativos tiametoxam e clotianidina, assim como outros
neonicotinoides, vem sendo empregados com frequéncia (AVILA; DUARTE, 2012).
Trabalhando com a integracdo do tratamento de sementes com estes inseticidas associados a
pulverizagdes em pds-emergéncia do milho, tem-se alcangado boa eficiéncia de controle de
populacdes do percevejo barriga-verde (BRUSTOLIN et al., 2011).

Outro grupo de inseticidas utilizado no tratamento de sementes para controle de pragas

iniciais é o dos fenilpirazois. Estes inseticidas que atuam como antagonistas do GABA (&cido
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gama-aminobutirico), ligando aos seus receptores, suprimindo o fluxo de cloro (CI") para o
interior da célula do axénio. Este blogueio interfere na neuromodulagdo, provocando uma
atividade neural excessiva que acaba na morte do inseto por hiperexcitagdo (LI; AKK, 2008).
O fipronil (FIGURA 2), representante deste grupo de inseticidas, € recomendado para o
controle de cord (Phyllophaga cuyabana) e lagarta-elasmo (Elasmopalpus lignosellus) na
cultura do milho (BRASIL, 2019).

Figura 2 - Formula estrutural do inseticida fipronil.
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Fonte: Gomes Junior (2017).

O fipronil foi descoberto em 1987, e teve seu registro obtido em 1996, nos Estados
Unidos (BOBE et al., 1998). Assim como 0s neonicotinoides, também é utilizado como
alternativa de manejo em casos onde 0s insetos desenvolveram resisténcia a outros grupos de
inseticidas como piretroides, organofosforados e carbamatos (JESCHKE et al., 2011). E
sistémico e possui boa lipofilicidade, facilitando sua absorcdo pela planta e acdo sobre
insetos-praga (GUNASEKARA et al.,, 2007). Sua menor toxicidade a mamiferos, se
comparada com grupos antigos como fosforados e carbamatos, é devido ao fato de que os
canais de glutamato-cloro (GIuCl), sobre os quais se da sua acdo, estarem ausentes nos
referidos organismos (NARAHASHI et al., 2010).

Além da acdo sobre pragas e patdgenos, moléculas inseticidas também podem
interagir com as plantas, modificando o metabolismo e a morfologia vegetal, podendo gerar
beneficios ou prejuizos ao desenvolvimento das plantas (CASTRO et al.,, 2007).
Imidacloprido, tiametoxam, clotianidina e outros inseticidas neonicotinoides contribuem na
inducdo a tolerancia a seca e resisténcia a patogenos em plantas, embora as vias em que atuam
e de que formas eles agem, ndo tenham sido completamente elucidadas (FORD et al., 2010;
THIELERT; METZLAFF; DE BLOCK, 2006). Estudos com tiametoxam evidenciaram sua

atividade benéfica no metabolismo de espécies vegetais, contribuindo com o aumento do
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vigor de sementes de milho e soja (HORII et al., 2007) e produtividade do feijoeiro
(CALAFIORI; BARBIERI, 2001). Apesar dos beneficios observados, a mistura do
tiametoxam com outros ingredientes ativos na cultura da soja, pode prejudicar a germinagéo
das sementes e desenvolvimento inicial das plantulas (CUNHA et al., 2015).

Embora seja recomendado para uso na cultura do milho, o fipronil aplicado na forma
de tratamento de sementes pode ocasionar fitotoxidez, aumentando as porcentagens de
plantulas anormais e mortas, menor comprimento de raiz, da parte aérea de plantulas e menor
massa seca das plantulas (ESPINDOLA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2001). DAN et al.
(2010) observaram efeitos negativos no comprimento das raizes quando sementes de soja
foram tratadas com fipronil. Por outro lado, em situacbes especificas, o fipronil pode
promover efeitos fisioldégicos benéficos em plantas como desenvolvimento radicular e de
parte aérea (CAIXETA et al., 2010). Inseticidas que atuam em canais idnicos, como € 0 caso
do fipronil (canais de cloro), estdo associados com aumento da tolerdncia de plantas aos
estresses bidticos a abidticos. Isso porque esses ions atuam na regulacdo estomaética e,
consequentemente, na regulacédo ao déficit hidrico (KLEIN et al., 2004).

Os prejuizos causados na performance de sementes e plantas pela presenca de
inseticidas, estdo relacionados a um estresse oxidativo causado pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (BASHIR; SIDDIQI; IQBAL, 2007; SHAKIR et al., 2018).
Aumento da producdo de perdxido de hidrogénio (H202) e sinais de peroxidacdo de
membranas sdo observados em tecidos vegetais expostos a diferentes concentracdes de
inseticidas (AKSAKAL, 2018; SHAKIR et al., 2018).

O aumento da expressdo e atividade de algumas enzimas pode ser observado quando
ha exposicdo da planta a inseticidas (YUCEL et al., 2018). Esse comportamento consiste em
uma tentativa da planta de remover produtos toxicos formados naquele momento. Quando 0s
sistemas de protecdo da planta ja ndo conseguem deter a formacdo e acdo destes radicais
livres, pode ocorrer decréscimo na atividade enzimatica e metabolismo em funcdo dos danos
estruturais causados (BASHIR; SIDDIQI; IQBAL, 2007). Neste ponto, a semente apresenta
reduzida viabilidade, com baixa germinacdo e vigor (COSKUN et al., 2015; KILIC et al.,
2015). Esta situacéo é particularmente comum em sementes tratadas armazenadas por grandes
periodos de tempo (DEUNER et al., 2014; TONIN et al., 2014).



24

2.4 Enzimas como marcadores da qualidade de sementes

A perda na qualidade de sementes durante o armazenamento se deve a uma série de
lesGes em nivel celular e molecular, como danos na integridade de cadeias de DNA, proteinas
e membranas (BAILLY, 2004; MCDONALD, 1999; SHABAN, 2013). Em estudos sobre
deterioracdo, os sistemas enzimaticos mais considerados sdo aqueles envolvidos no processo
de respiragdo, os de metabolismo de reservas, enzimas ligadas a defesas contra estresse
oxidativo e desestruturacdo do sistema de membranas (CARVALHO et al., 2000).

As lesbes de nivel celular e molecular que ocorrem nas sementes ao longo do
armazenamento sdo propiciadas por reacdes de deterioracdo, como as hidroliticas, oxidativas
e peroxidativas. ReagOes oxidativas e peroxidativas estdo relacionadas com a formacéo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs) (BEWLEY; BLACK; HALMER, 2006). Estas EROs
sdo altamente reativas e podem danificar tecidos, organelas, acidos nucleicos, proteinas e
lipidios (SMITH et al., 2009). A intensidade em que o processo de deterioracdo ocorre,
depende da capacidade das sementes em resistir as reacGes de deterioracdo, devido a seus
mecanismos de protecdo (MOHAMMADI et al., 2012; SHABAN, 2013).

Os danos causados pelas EROs podem ser evitados ou amenizados por mecanismos
detoxificantes enziméaticos e ndo enzimaticos. As principais enzimas com essa fungdo em
plantas sdo as superdxido-dismutases, catalases e peroxidases. Tais enzimas evitam a
formacdo de radicais livres, sequestram estes, ou promovem sua degradacdo, prevenindo a
ocorréncia de danos as células vegetais (SERKEDJIEVA, 2010).

A superdxido dismutase (EC 1.15.1.1) é uma metalo-enzima considerada como a
primeira linha de defesa contra as EROs, catalisando a conversdo de superdxidos (O2) a
oxigénio e peroxido de hidrogénio (H202), considerado um composto menos reativo
(CARNEIRO et al., 2011). Por esta razdo, o aumento na atividade da superéxido dismutase
pode contribuir para uma maior tolerancia da planta ao estresse oxidativo (JALEEL et al.,
2007; SHAKIR et al., 2018). As SODs podem ocorrer sob trés isoformas, dependendo do
metal associado a mesma. Geralmente as plantas possuem Cu/Zn-SOD no citosol, Cu/Zn e
Fe-SOD nos cloroplastos e Mn-SOD nas mitocdndrias (DINAKAR; DJILIANOV;,
BARTELS, 2012; DUBEY, 2010). E comum ocorrer queda na expressdo e atividade da
enzima em sementes com avangado grau de deterioragdo (ABREU et al., 2013). Sendo assim,
a mesma pode ser utilizada como marcador do estado de qualidade da semente.

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma heme-enzima que atua sobre os EROs, catalisando a

reducdo de H20, em H2O e O.. A atividade da catalase é efetiva em concentragOes
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milimolares de H>O5, sendo indispensavel para a desintoxicacdo das EROs em condi¢fes de
estresse severo (BARBOSA et al., 2014; DUBEY, 2010). Em casos onde ha estresse de
tecidos vegetais expostos a produtos como inseticidas, pode ser observado aumento na
atividade desta enzima, em uma tentativa de protecdo contra a formacéo de radicais livres
(YILDIZTEKIN et al., 2019). Bashir, Siddigi e Igbal (2007) observaram uma reducdo na
atividade da enzima em sementes tratadas com o inseticida deltametrina. Neste caso, 0s
autores apontam como possiveis causas, a inibicdo da sintese da enzima e danos estruturais
causados pela acao dos radicais livres.

Enzimas amilases estdo ligadas diretamente a qualidade fisiol6gica de sementes de
milho (LOPES et al., 2017). Durante o processo de germinacdo, o embrido produz giberelina
(GA3) que € transportada até a camada de aleurona, induzindo a sintese de enzimas
hidroliticas como a a-amilase (EC 3.2.1.1) (CHEN et al., 2013). Estas enzimas degradam o
amido contido no endosperma, liberando energia necesséaria para o desenvolvimento do
embrido. A enzima o-amilase tem funcdo fundamental na mobilizacdo de reservas em
sementes de milho, sendo responsavel por 90% da atividade amilolitica (LI; BLANCO; JAY-
LIN, 2007). Com a deterioracdo de sementes, decréscimo na atividade da a-amilase é
observado, 0 que impacta o potencial germinativo dos materiais (MUNIZ et al., 2007;
WATTANAKULPAKIN et al. 2012).

A esterase (EC 3.1.1) é uma enzima envolvida no metabolismo de lipidios e reagdes de
hidrélise de ésteres (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012). Acidos graxos, produtos
das reacOes de hidrolise em que a esterase atua, podem ser convertidos em fonte de energia
para diversos processos metabdlicos. Assim como outras enzimas de grande importancia
metabdlica, a esterase tem sua expressdo prejudicada com o avango da deterioracdo de
sementes (DUBAL et al., 2016). Em alguns casos, a analise da expressdo desta enzima deve
ser feita em conjunto com dados de sanidade de sementes, pois algumas espécies de fungos
associados a sementes produzem grandes quantidades desta enzima (MAKELA et al., 2016).

Enzimas que atuam em processos respiratorios possuem grande importancia na
avaliacdo da qualidade de lotes de sementes armazenados. A enzima &lcool desidrogenase
(EC 1.1.1.1) esta principalmente associada com o metabolismo anaerobico, reduzindo
acetaldeido a etanol e oxidando NADH a NAD* (BRAY et al., 2000). A conversdao de
acetaldeido para etanol é benéfica para a celula, pois este Gltimo composto é menos toxico do
que o primeiro e possui melhor difusdo (VEIGA et al., 2010). A relacdo desta enzima com a

gualidade de sementes ¢ comprovada em literatura, sendo suas maiores expressao e atividade
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indicativos de aumento na respiracdo celular e aceleracdo da deterioracdo das sementes
(GALVAO et al., 2014; MARINI et al., 2013).

A malato desidrogenase (EC 1.1.1.37) é outra enzima relacionada com a respiracao
celular. A enzima catalisa a oxidacdo do malato em oxaloacetato no ciclo de Krebs, gerando
poder redutor na forma de NADH. Esta presente na mitocondria, atuando no ciclo de Krebs e
também no citoplasma, envolvida no metabolismo de &cidos graxos (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Possui funcdo determinante na geracao de energia para as etapas de germinacéo e crescimento
de plantulas. Sua atividade tem relacdo com a qualidade de sementes, um aumento da sua
expressdo indica aumento da respiracdo e consumo de reservas, comprometendo a
longevidade da semente.

Eventos deteriorativos que precedem a perda da capacidade germinativa de sementes
envolvem mudancas na expressao ou atividade enzimatica (MARINI et al., 2013). Desse

modo, o estudo de enzimas pode ser Util em trabalhos sobre a deterioragdo de sementes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Detalhes experimentais

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG), sendo as andlises fisioldgicas e bioquimicas
realizadas no Laboratério Central de Analise de Sementes, da mesma instituigdo. Foram
utilizadas como material experimental, sementes do hibrido simples de milho 2B647PW e
hibrido duplo SHS4070, classificadas em peneira CH20/64, cedidas pela empresa Helix
Sementes. As sementes sdo provenientes da safra 2015/2016, produzidas no periodo de
inverno, no municipio de Paracatu, MG, e beneficiadas na cidade de Patos de Minas, MG.

No inicio do experimento, as sementes foram tratadas com diferentes produtos
quimicos, de forma manual, através de sacos plasticos, buscando misturar as sementes e 0S
produtos de forma homogénea. Os tratamentos consistem em uma calda padrdo adotada pela
empresa que comercializa as sementes, associada a diferentes inseticidas recomendados para
o0 tratamento de sementes de milho. A calda padrdo é composta pelos ingredientes
Carbendazim + Tiram (Derosal Plus®), Deltametrina (Actellic®), Pirimifos metilico (K-
obiol®) e 4gua. Mais detalhes sobre a composicio da calda padrio estdo expostos no Quadro
1.

Quadro 1 - Composicdo da calda padrdo utilizada pela empresa para tratamento de sementes

de milho.
Produto Participacdo na Ingrediente Dose do principio
. . Classe h
comercial calda ativo ativo
Carbendazim Fungicida 2,049 p.a/100kg de
semente
Derosal Plus® 17% 176 00k d
Tiram Fungicida ogp-a g de
semente
K-obiol® 1% Deltametrina Inseticida 0,029 p.a/100 kg de
semente
Actellic® 1% P”"T“.fos Inseticida 0,049 p.a/100 kg de
metilico semente
Agua 81%

Fonte: Do autor (2019).

Os inseticidas utilizados em associacdo a calda padrdo para a composicdo dos
tratamentos experimentais foram a Clotianidina (Poncho®), Tiametoxam (Cruiser® 350 FS) e
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Fipronil (Shelter®). Detalhes dos tratamentos sdo exibidos no Quadro 2. As doses utilizadas

dos inseticidas estdo dentro daquelas recomendadas pelos seus fabricantes.

Quadro 2 - Composicdo dos tratamentos experimentais e detalhes sobre inseticidas utilizados.

Identificacdo do Composicao do Dose do principio % do principio ativo
tratamento tratamento ativo no produto comercial
P Calda padréo - -
PC Calda padrdo + 210 g p.a./100 kg de 60%
Clotianidina semente
PT Calda padrao + 210 g p.a./100 kg de 350%
Tiametoxam semente
PF Calda padrdo + 62,5 g p.a./100 kg de 5%
Fipronil semente

Fonte: Do autor (2019).

Ap0s o tratamento, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel multifoliado,
semipermedveis, colocados sobre estrado de madeira e armazenados em ambiente ndo
controlado (armazém convencional). O ambiente em questdo é um galpdo coberto com telhas
de aco galvanizado localizado no Setor de Grandes Culturas da Universidade Federal de
Lavras. As sementes ficaram armazenadas por quatro épocas diferentes (0, 3, 6 e 9 meses). O
periodo de armazenamento comecou na data de 25/05/2016 e encontrou seu término no dia
16/02/2017. As condic¢des climaticas (temperatura e umidade relativa do ar) do ambiente
foram monitoradas durante todo o periodo de armazenamento e estdo apresentadas no Grafico
1.

A cada trés meses de armazenamento (0, 3, 6 e 9 meses), amostras de sementes
referentes a cada época de avaliacdo foram coletadas para realizacéo das andlises fisioldgicas
e analises enzimaticas. Para as analises enzimaticas, que foram realizadas em conjunto, para
todos os tratamentos, ao final do experimento, as sementes foram armazenadas em Deep

Freezer a -86 °C, até a realizacdo das determinacdes.
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Gréfico 1 - Valores médios de temperatura e umidade relativa do ambiente de

3.2

b)

armazenamento, coletados durante o periodo de conducdo do experimento.
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Fonte: Do autor (2019).

Andlises de qualidade fisiologica e sanitaria das sementes

Os testes utilizados para avaliar a qualidade das sementes estdo descritos a seguir:
Germinacdo: realizado utilizando papel germitest umedecido com agua proporcional a
2,5 vezes seu peso seco, com quatro repetices de 50 sementes, em germinador a 25
°C. A primeira contagem da germinagdo foi realizada aos 4 dias ap6s a confeccéo do
teste e a Ultima contagem feita aos 7 dias. As plantulas foram classificadas em
normais, anormais e sementes mortas e o resultado foi expresso em porcentagem de
plantulas normais (BRASIL, 2009b).

Teste do frio sem solo: realizado utilizando-se como substrato o papel germitest
umedecido com agua equivalente a 2,5 vezes seu peso seco, com quatro repeticoes de
50 sementes em forma de rolos, semelhantes ao do teste de germinagdo. Os rolos
foram acondicionados em sacos plasticos e mantidos em camara fria regulada a 10 °C,
durante sete dias. Apos este periodo, os rolos foram retirados dos sacos plasticos e
acondicionados em germinador regulado para 25 °C, durante quatro dias (BARROS et
al., 1999). Em seguida, foi feita a avaliacdo das plantulas considerando-se somente

plantulas normais, segundo os critérios adotados para o teste de germinagéo.
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Emergéncia sob condi¢Ges controladas: a semeadura foi realizada em bandejas
plasticas contendo substrato areia + solo na proporcao 2:1. Foram utilizadas quatro
repeticbes de 50 sementes por tratamento. ApOs a semeadura, as bandejas foram
colocadas e mantidas em camara de crescimento vegetal com a temperatura regulada a
25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A partir da emergéncia da primeira plantula, foram
realizadas avaliacOes diarias, computando-se 0 numero de plantulas emergidas até a
estabilizacdo do estande. Os resultados foram expressos na forma de porcentagem de
emergéncia de plantulas normais (EM).

Teste de sanidade: a qualidade sanitaria das sementes foi determinada pelo método da
incubacdo em substrato de papel blotter test, seguindo a metodologia do Manual de
Analise Sanitaria de Sementes (BRASIL, 2009a). Foram utilizadas oito repeticdes de
50 sementes por tratamento. As sementes foram colocadas sobre trés folhas de papel
filtro, previamente esterilizadas e umedecidas, em placas de Petri, transparentes e com
tampa. As amostras foram submetidas ao resfriamento em freezer por 24h. Apoés as 24
horas, as amostras foram incubadas a 20+2 °C, por um periodo de dez dias em um
fotoperiodo de 12 horas. Finalizado esse periodo, as sementes foram examinadas
individualmente com auxilio de um estereomicroscépio, verificando a ocorréncia de
frutificacOes tipicas do crescimento de fungos. Os resultados foram expressos em
porcentagem de ocorréncia dos fungos.

Analises bioquimicas das sementes

Foram realizadas analises de expressdo das enzimas a-amilase, catalase (CAT),

superdxido dismutase (SOD), alcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH) e

esterase (EST). Para as analises, amostras de 100 gramas de cada tratamento foram trituradas

com o uso de PVP e nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas a temperatura de -86

°C. A anélise da expressdo enzimatica foi feita por meio da técnica de eletroforese. Para a
extracdo das enzimas CAT, SOD, ADH, MDH e EST, foi utilizado o tampéo Tris-HCI 0,2M
pH 8,0 + 0,1% B-Mercaptoetanol, na proporgao de 250uL por 100mg de sementes. O material

foi homogeneizado em vortex e mantido overnight em geladeira, seguido de centrifugacdo a

14.000 rpm por 60 minutos em temperatura de 4 °C.

Para extragdo da enzima a-amilase, as sementes foram pré-germinadas em rolo de

papel por um periodo de 70 horas. Apds esse periodo, as raizes e plimulas foram descartadas

e o restante triturado na presencga de antioxidante PVVP e nitrogénio liquido. Para extragéo,
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foram utilizados 200 mg do macerado das sementes germinadas em 600 pl. do tampao de
extracdo (Tris-HCI 0.2 M, pH 8.0 + 0.4% PVP).

Os géis foram preparados para cada enzima segundo metodologias propostas por
Alfenas (2006). A corrida eletroforética foi feita em géis de poliacrilamida a 7,5% (gel
separador) ¢ 4,5% (gel concentrador) e, para a-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 das amostras no gel e a corrida eletroforética foi efetuada em voltagem de 150 V

por 6 horas.

3.4  Estatistica e interpretacao dos dados

A analise dos resultados dos testes de avaliacdo da qualidade fisiologica foi feita
considerando um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4x4, sendo
dois hibridos, quatro tratamentos quimicos e quatro periodos de armazenamento. Os dados
referentes a qualidade fisioldgica das sementes foram submetidos a andlise de variancia e suas
médias comparadas a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Dados quantitativos de periodo
de armazenamento foram submetidos a analise por regressdo. A analise estatistica foi
realizada por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2011). Para confeccdo dos graficos foi
utilizado o software SigmaPlot® (2014).

Os dados de expressao enzimatica foram interpretados com base na analise qualitativa
dos géis de eletroforese, levando-se em consideracdo a presenca/auséncia e intensidade de
cada uma das bandas eletroforéticas. Como auxilio para interpretacdo dos resultados dos géis,
foi utilizado o software de analise de imagens ImageJ® (SCHNEIDER et al., 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de variancia para os testes de qualidade fisioldgica realizados no
trabalho se encontra na Tabela 1. Foi observada interacdo tripla entre hibridos, tempo de
armazenamento e tratamentos quimicos para as variaveis primeira contagem da germinacédo
(PCG), germinacdo (GE), teste do frio sem solo (TF) e envelhecimento acelerado (EA). Para
emergéncia de plantulas em ambiente controlado (EM), houve interacdo significativa entre

hibridos e tempo de armazenamento.

Tabela 1 - Resumo da anélise de variancia para os pardmetros de qualidade fisioldgica
mensurados em sementes dos hibridos de milho 2B647PW e SHS4070,
submetidas a diferentes tratamentos quimicos e periodos de armazenamento.

QoM

Fv GL PCG! GE TF EM
HIBRIDO 1 1835,17™ 422,92™ 3923,50™ 210,12™
TEMPO 3 6534,42™ 139,36™ 502,54™ 44,54
TRAT. 3 825,29™ 3,820 207,37 3,87\
H x TEMPO 3 207,02™ 100,58™ 468,77 25,04"
H x TRAT 3 119,86™ 5,60NS 153,58™ 11,20N8
TEMPO x TRAT 9 304,39™ 10,07" 103,24™ 7,18\
H x TEMPO x o . o
TRAT 9 238,48 9,48 87,53 13,12NS
Erro 96 19,03 4,51 12,08 7,31
Total 127
Média 85,56 96,43 91,06 96,84
CV (%) 5,10 2,20 3,82 2,79

IPCG: primeira contagem da germinacdo; GE: germinacgdo final; TF: teste do frio sem solo; EM:
emergéncia em ambiente controlado.
NS ndo significativo; “significativo a 1%; ™ significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Do autor (2019).

Analisando a primeira contagem da germinacdo (TABELA 2), observa-se reducdo das
médias ao longo do armazenamento para os dois hibridos testados, com menores valores
observados a partir dos seis meses de armazenamento. Esta queda nas médias ao longo do
tempo corrobora com os resultados obtidos por Deuner et al. (2014), que observaram uma
intensa reducé@o na primeira contagem de germinacdo de sementes de milho a partir dos 120
dias de armazenamento. Com o aumento do periodo de armazenamento é esperada uma
reducdo na qualidade fisioldgica de sementes em decorréncia da deterioracdo (CORADI et al.,
2015).

Para o hibrido 2B647PW, o tratamento com tiametoxam se difere estatisticamente dos

demais tratamentos a partir do terceiro més de armazenamento, levando as menores médias
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observadas. O tratamento com tiametoxam também foi responsavel pelo menor desempenho
germinativo das sementes do hibrido SHS4070 aos seis meses de armazenamento. Alguns
trabalhos comprovam o efeito deletério do tiametoxam em sementes armazenadas por longos
periodos (DEUNER et al., 2014; TONIN et al., 2014). Os efeitos danosos de inseticidas sobre
as sementes sdo percebidos na medida em que se acentua o processo de deterioragéo, devido a
ocorréncia de falhas nos mecanismos de defesas das plantas (BASHIR et al., 2007).

No nono més, a clotianidina se equiparou ao tratamento com tiametoxam, rendendo as
menores médias observadas para o hibrido 2B647PW durante o periodo. Antes disso, 0S
tratamentos com clotianidina ndo apresentaram desempenho pior ao das testemunhas,
concordando com os resultados obtidos por Delian et al. (2016), que avaliando a germinagéo
de sementes de milho tratadas com clotianidina e armazenadas por 90 dias, ndo observaram
efeito fitotdxico do ingrediente ativo.

Os tratamentos com fipronil nas sementes dos hibridos 2B647PW e SHS4070 ndo

diferiram da testemunha ao longo do tempo de armazenamento.

Tabela 2 - Valores da primeira contagem da germinacdo (PCG) em sementes dos hibridos de
milho 2B647PW e SHS4070, submetidas a diferentes tratamentos quimicos e
periodos de armazenamento.

Tempo de armazenamento (meses)

Hibrido Tratamento 0 3 6 9

p1 97 aA 87 bA 60 cA 90 abA

PC 99 aA 91 aA 67 bA 71bC
PF 99 aA 93 aA 61 cA 83 bAB
P 99 aA 99 aA 87 bA 93 abA
PC 98 aA 94 aA 70 bB 91 aA

SHS 4070 PT 97 aA 94 abA 40 cC 88 bA

PF 99 aA 96 aA 87 bA 94 abA

Meédias seguidas da mesma letra maidscula na coluna e minudscula na linha, dentro de cada um dos
hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
1p: tratamento padrdo; PC: tratamento padrdo + clotianidina; PT: tratamento padrdo + tiametoxam; PF:
tratamento padrdo + fipronil.

Fonte: Do autor (2019).

Observa-se para as sementes do hibrido 2B647PW, reducdo da capacidade
germinativa ao longo do armazenamento, sendo que os tratamentos com o0s inseticidas
clotianidina (PC) e fipronil (PF), diferiram da testemunha, propiciando os menores valores de
germinacdo aos nove meses (TABELA 3). Mesmo assim, os valores ndo sdo menores do que
o limite permitido para a comercializacdo de sementes hibridas de milho no pais, que é de
85% de germinacdo (BRASIL, 2013). Espindola et al. (2018), investigando a influéncia de
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diferentes inseticidas sobre a qualidade fisiologica e crescimento de plantulas de milho,
obtiveram a menor porcentagem de germinacgédo do estudo para aquelas sementes tratadas com
fipronil.

Como observado por Lorenzetti et al. (2014), inseticidas adicionados as sementes
podem ocasionar efeitos latentes desfavoraveis a qualidade das mesmas e estes efeitos se
intensificam com o prolongamento do tempo de armazenamento. O hibrido SHS 4070 ndo
apresentou mudancas no comportamento germinativo, mantendo valores semelhantes aqueles
observados no inicio do armazenamento. Assim como neste presente trabalho, Tonin et al.
(2014) também observaram respostas diferentes entre hibridos de milhos, e concluiram que a
qualidade das sementes de milho tratadas com inseticidas e armazenadas é influenciada ndo sé

pelo produto quimico utilizado e condi¢BGes de armazenamento, mas também pelo hibrido.

Tabela 3 - Valores de germinacdo (GE) em sementes dos hibridos de milho 2B647PW e
SHS4070, submetidas a diferentes tratamentos quimicos e periodos de

armazenamento.
Hibrido Tratamento Tempo de armazenamento (meses)
0 3 6 9
Pl 97 aA 95 abA 92 bA 94 abA
PC 99 aA 97 aA 92 bA 86 cC
2BoATPW PT 98 aA 98 aA 93 bA 91 bAB
PF 99 aA 97 abA 95 bA 89 cBC
P 100 aA 98 aA 98 aA 98 aA
PC 99 aA 98 aA 98 aA 98 aA
SHS 4070 PT 97 aA 98 aA 98 aA 98 aA
PF 100 aA 98 aA 98 aA 98 aA

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e minascula na linha, dentro de cada um dos
hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
1P: tratamento padrdo; PC: tratamento padrdo + clotianidina; PT: tratamento padrdo + tiametoxam; PF:
tratamento padréo + fipronil.

Fonte: Do autor (2019).

Mudangas no vigor das sementes do hibrido 2B647PW também foram observadas
através do teste de frio sem solo (TABELA 4). As menores médias sdo encontradas a partir do
sexto més de armazenamento, assim como observadas para a primeira contagem da
germinacdo. Esta reducéo aos seis meses, seguida de um aumento nas médias aos nove meses,
pode ser explicada pelo comportamento da enzima a-amilase. Conforme observado a partir
dos perfis eletroforéticos da enzima (FIGURAS 3 e 4), aos seis meses ha aumento de sua
expressdo, estimulada possivelmente pelo aumento da umidade relativa no ambiente em que
as sementes estavam armazenadas (GRAFICO 1). Com o aumento na expressdo da enzima se

espera um acréscimo na atividade amilolitica, levando ao aumento da capacidade germinativa.
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Tabela 4 - Valores para teste de frio sem solo (TF) em sementes dos hibridos de milho
2B647PW e SHS4070, submetidas a diferentes tratamentos quimicos e periodos
de armazenamento.

Tempo de armazenamento (meses)

Hibrido Tratamento 0 3 5 9

pt 93 aA 95 aA 89 aA 82 bB

PC 95 aA 86 bB 79 cB 95 aA

2B64TPW PT 95 aA 89 aAB 70 bC 75bC
PF 92 aA 91 aAB 73 bBC 67 bD

P 97 aA 97 aA 95 aA 96 aA

PC 99 aA 94 aA 97 aA 98 aA

SHS 4070 PT 99 aA 98 aA 97 aA 98 aA
PF 94 aA 93 aA 95 aA 95 aA

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, dentro de cada um dos
hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
1p: tratamento padrdo; PC: tratamento padrédo + clotianidina; PT: tratamento padrdo + tiametoxam; PF:
tratamento padréo + fipronil.

Fonte: Do autor (2019).

Para o hibrido 2B647PW, constatou-se reducdo linear da emergéncia ao longo do
periodo de armazenamento (GRAFICO 2). Para o hibrido SHS4070, a tendéncia também foi
de reducéo da emergéncia durante o armazenamento. Estes resultados estdo de acordo com os
observados para os demais testes de qualidade fisiologica realizados no trabalho. O aumento
no tempo em que as sementes ficam armazenadas leva a reducdo da qualidade fisiologica

destas, devido aos eventos deteriorativos (DAN et al., 2010; DEUNER et al., 2014).

Grafico 2 - Valores de emergéncia para os hibridos de milho 2B647PW e SHS4070
submetidos a diferentes periodos de armazenamento.
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Fonte: Do autor (2019).
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O crescimento de fungos nas sementes dos dois hibridos ndo foi completamente
inibido pelos fungicidas presentes na calda padréo dos tratamentos (TABELA 5). Além disso,
ndo se observou influéncia dos inseticidas adicionados a calda sobre a eficiéncia de controle

dos fungicidas.

Tabela 5 - Valores médios percentuais da incidéncia de fungos encontrados em sementes dos
hibridos de milho 2B647PW (H1) e SHS4070 (H2), submetidas a diferentes
tratamentos quimicos e periodos de armazenamento.

Fungo (%)

Periodo

(Meses) Tratamento Fusarium spp. Penicillium spp. Aspergillus spp.
H1 H2 H1 H2 H1 H2

pt 71,5 56,5 21,0 19,5 35 11,0

0 PC 57,0 53,5 17,5 55 1,0 20,0
PT 44,5 29,0 12,0 7,5 1,0 22,5

PF 42,0 54,0 25,0 13,0 4,5 19,5

P 95,0 23,5 28,0 15,0 2,5 28,5

3 PC 86,0 13,0 41,0 12,0 1,5 17,0
PT 78,0 15,0 23,0 11,5 4,0 24,5

PF 97,5 97,0 88,0 46,0 4,0 19,0

P 0,5 0,0 6,0 8,5 8,0 50

6 PC 0,0 0,0 0,0 6,0 6,0 10,0
PT 0,0 0,0 5,0 11,5 2,5 15,0

PF 0,0 0,0 6,5 1,0 2.5 9,5

P 0,0 0,0 15 0,5 2,5 7,0

9 PC 0,5 0,0 0,0 0,5 0,0 2,5
PT 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 8,0

PF 2,0 0,0 0,0 2,0 0,0 11,5

1P: tratamento padrdo; PC: tratamento padrdo + clotianidina; PT: tratamento padrdo + tiametoxam; PF:
tratamento padrdo + fipronil.
Fonte: Do autor (2019).

Uma alta incidéncia de microrganismos nas sementes foi verificada durante os trés
primeiros meses de armazenamento, com destaque para Fusarium spp. que chegou a
apresentar incidéncia de 97,5%. Fusarium spp. é um género de fungos com crescimento
rapido e agressivo, afetam a qualidade de sementes podendo causar a morte antes mesmo da
germinacdo (MENTEN, 1995). Embora sejam transmitidos para as sementes, Sao
considerados fungos de campo, levam & reducdo do estande de plantas por afetar a
germinaco e crescimento de plantulas (KUHNEM JUNIOR et al., 2013).

Antonello et al. (2009), trabalhando com sementes de milho, notaram uma crescente
incidéncia de Fusarium spp. até 0 sexto més de armazenamento. Para este mesmo periodo,
também foi observado aumento da incidéncia de fungos do género Aspergillus spp.

Aspergillus spp. e Penicillium spp. sdo considerados fungos de armazenamento, sendo
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utilizados como indicadores da deterioracdo em sementes e grdos, pois podem causar
alteracbes na composicdo quimica e perda de matéria seca dos materiais (MALLMANN et al.,
1994). Neste trabalho, os fungos Penicillium spp. e Aspergillus spp. permaneceram por mais
tempo nas sementes em comparacdo ao Fusarium spp. Essa variacdo na incidéncia flngica é
justamente devido ao fato de os primeiros serem classificados como fungos de
armazenamento, sobrevivendo e desenvolvendo sob condi¢des de armazenamento (PEZZINI
et al., 2005).

Em relacdo ao efeito do armazenamento pos-tratamento de sementes de milho, houve
redugdo na expressdo da enzima a-amilase para os dois hibridos aos nove meses de
armazenamento (FIGURAS 3 e 4). Esta enzima atua na hidrélise do amido contido no
endosperma, liberando energia necessaria para processos como a germinacao. A reducdo em
sua expressdo ao nono més de armazenamento é condizente com os resultados de germinacéo

obtidos para esse mesmo periodo de tempo, onde também houve reducdo na qualidade
(TABELAS 2 e 3).

Figura 3 - Expressdo da enzima a-amilase em sementes do hibrido 2B647PW, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
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Fonte: do autor (2019).
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Pesquisas comprovam que a a-amilase esta diretamente ligada a qualidade fisiologica
de sementes de milho. Assim como neste trabalho, Oliveira et al. (2013) observaram reduzida
expressao da enzima em sementes de milho de menor qualidade fisiologica. Essa situacao
também foi observada por Timéteo e Marcos-Filho (2013), em sementes de diferentes
hibridos. Dentre as mudancas que ocorrem com 0 avanco da deterioracdo, estdo alteracdes na

camada de aleurona, levando a reducdo da sintese de a-amilase (GANGULI; SENMANDI,
1993).

Figura 4 - Expressao da enzima a-amilase em sementes do hibrido SHS4070, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).

Fonte: do autor (2019).

De modo geral, ndo houve mudancas na expressdo da enzima esterase para 0s dois
hibridos estudados (FIGURAS 5 e 6). Em contraste a estes resultados, Ferreira et al. (2015)
observaram acréscimo na expressao da enzima em sementes de milho com maior grau de

deterioracdo. Por sua funcdo na hidrélise de ésteres e metabolismo de lipidios, um aumento
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em sua expressao pode promover desestabilizacdo de membranas através da acdo nas camadas

lipidicas, o que acelera o processo de deterioracdo (VIEIRA et al., 2006).

Figura 5 - Expressao da enzima esterase em sementes do hibrido 2B647PW, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).

P PCPT PF P PCPT PF P PC PT PF P PC PT PF

= 4000
£ 3000
& 2000
$ 1000
2 0
3

0 meses 3 meses 6 meses 9 meses

Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).
Fonte: do autor (2019).

Figura 6 - Expressdao da enzima esterase em sementes do hibrido SHS4070, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padréo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).
Fonte: do autor (2019).
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Para o hibrido 2B647PW, no inicio do armazenamento ha aumento da expressao da
enzima superoxido dismutase (SOD) para os tratamentos com adi¢do de inseticidas (FIGURA
7). Esse comportamento do hibrido também € notado para a enzima catalase (CAT) (FIGURA
8), ambas sdo enzimas relacionadas com o estresse oxidativo e atuam protegendo as células
contra a acdo de espécies reativas de oxigénio (SERKEDJIEVA, 2010). A expressdo dessas
enzimas se manteve alta até os 6 meses de armazenamento, e pode ser interpretada como uma
tentativa de defesa das células contra os radicais livres e moléculas formados devido a
exposicdo aos inseticidas e deterioracdo fisiologica. Quando expostos a inseticidas, tecidos
vegetais podem responder com incremento na producdo de peréxido de hidrogénio (H20.) e
outras espécies reativas de oxigénio (BASHIR et al., 2007; SHAKIR et al., 2018).

Figura 7 - Expressdo da enzima superoxido dismutase em sementes do hibrido 2B647PW,
tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e
9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +

fipronil).
Fonte: do autor (2019).
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Aos nove meses, de modo geral, pode ser observada uma queda na expressao das
enzimas, 0 que pode ser respondido pelo avanco da deterioracdo das sementes. Quando os
sistemas de protecdo da planta j& ndo conseguem deter a formacdo e acdo de compostos
toxicos, € comum observar decréscimo na atividade enzimatica e inativacdo de enzimas
devido aos danos estruturais causados (BASHIR et al., 2007). Este comportamento esta de
acordo com aquele encontrado por Abreu et al. (2013) que observaram queda na expressao da
enzima SOD em sementes com estado deteriorativo avangado. Ao tratar sementes de soja com
0 inseticida deltametrina, Bashir et al. (2007) observaram queda na atividade da enzima
catalase.

Os padrdes eletroforéticos obtidos reforcam os resultados encontrados nos testes de
qualidade fisiologica para o hibrido 2B647PW, sugerindo que a reducdo na expressao das
enzimas estd ligada a deterioracdo das sementes, identificada por meio da reducdo da

germinagdo e vigor das sementes do hibrido em questéo.

Figura 8 - Expressao da enzima catalase em sementes do hibrido 2B647PW, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).
Fonte: do autor (2019).
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Para o hibrido SHS4070, também houve reducdo na expressdo das enzimas SOD e
CAT aos nove meses de armazenamento (FIGURAS 9 e 10). Neste caso, o observado
contraria os resultados encontrados para germinacgédo (GE) e teste do frio (TF), onde o hibrido
manteve comportamento semelhante ao longo do armazenamento. Este fato é explicado pela
sequéncia dos eventos deteriorativos que ocorrem em uma semente, onde mudancas
bioquimicas podem ser observadas antes mesmo de visualizar decréscimos em pardmetros
como germinacgdo e vigor (MARCOS-FILHO, 2015). Spinola et al. (2000) concluiram que
alteracdes eletroforéticas em algumas das isoenzimas estudadas, foram mais efetivas em
indicar o estado deteriorativo das sementes do que os testes de qualidade fisioldgica
utilizados. Essa maior sensibilidade a deterioracdo credencia as enzimas como bons

marcadores moleculares para monitorar e caracterizar a qualidade de sementes.

Figura 9 - Expressdo da enzima superoxido dismutase em sementes do hibrido SHS4070,
tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e

P PCPTPF P PCPTPF P PCPTPF P PCPT PF

0 meses 3 meses 6 meses 9 meses

]Ic__egen_(iz)a: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
ipronil).
Fonte: do autor (2019).
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Figura 10 - Expressdo da enzima catalase em sementes do hibrido SHS4070, tratadas com
diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e 9 meses).
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Legenda: P: tratamento padréo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).

Fonte: do autor (2019).

Ndo foram observadas mudancas no perfil eletroforético da enzima malato
desidrogenase para os hibridos testados (FIGURAS 11 e 12). Esta enzima esta presente em
abundancia nas mitocondrias e citoplasma, participando do ciclo de Krebs e movimento do
malato entre compartimentos celulares (TAIZ; ZEIGER, 2013). Geralmente é de natureza
constitutiva com atividade ndo limitante em todas as organelas e citoplasma, o que pode
dificultar a visualizagéo de diferengas em sua expressdo. Spinola et al. (2000) observaram que
em sementes de milho, a atividade da enzima malato desidrogenase foi a menos afetada pelo
envelhecimento artificial realizado.

Um eventual aumento em sua expressdo estd associado ao aumento da respiracao,
comportamento comum em sementes de baixa qualidade (FERREIRA et al., 2015; TUNES et
al., 2014). Ao passo que a deterioragcdo avanga e os danos em membranas e organelas se

tornam graves, sua atividade pode ser reduzida e sua sintese prejudicada (CAIXETA et al.,
2014; CARVALHO et al., 2014).
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Figura 11 - Expressdo da enzima malato desidrogenase em sementes do hibrido 2B647PW,

tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e
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Fonte: do autor (2019).

Figura 12 - Expressdo da enzima malato desidrogenase em sementes do hibrido SHS4070,

tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 €
9 meses).
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Fonte: do autor (2019).
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A enzima alcool desidrogenase (ADH) apresentou maior intensidade das bandas para
aqueles tratamentos com adicdo do inseticida clotianidina, em todos os tempos de
armazenamento (FIGURAS 13 e 14). Esta condicdo é melhor observada para o hibrido
SHS4070. Uma possivel explicacdo para tal comportamento seria um maior efeito tdxico
desse inseticida as sementes em comparacdo aos demais, acelerando a deterioracdo, 0 que
aumentou a respiragdo das mesmas. Trabalhos demonstram que enzimas respiratorias como a
ADH sdo ativadas com maior intensidade em sementes de baixa qualidade pelo aumento da
respiracdo (GALVAO et al. 2014; SANTOS et al., 2005).

Figura 13 - Expressdo da enzima &lcool desidrogenase em sementes do hibrido 2B647PW,
tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 €
9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padrdo + tiametoxam; PF: padrdo +
fipronil).

Fonte: do autor (2019).

Em determinadas situacdes, a atividade da ADH também pode ser interpretada como
benéfica a longevidade de sementes, ja que esta possui funcdo na conversdo de acetaldeido em
etanol, um composto menos téxico do que o primeiro, reduzindo eventos deteriorativos
(VEIGA et al., 2010). Trabalhando com soja, Carvalho et al. (2014) relacionaram a maior

expressao da enzima, com melhor conservacédo da qualidade fisiologica das sementes.
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Figura 14 - Expressdo da enzima alcool desidrogenase em sementes do hibrido SHS4070,

tratadas com diferentes produtos e armazenadas por diferentes periodos (0, 3, 6 e
9 meses).
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Legenda: P: tratamento padrdo; PC: padrdo + clotianidina; PT: padréo + tiametoxam; PF: padréo +
fipronil).

Fonte: do autor (2019).

Assim como observado para as enzimas a-amilase, superoxido dismutase e catalase,
também houve reducdo evidente da expressdao da ADH no nono més de armazenamento, para
todos os tratamentos quimicos e hibridos. Assim como discutido para as outras enzimas,
pode-se associar essa reducao ao avanco da deterioracao fisioldgica das sementes. A queda na
expressdo destas enzimas estd em consonancia com os resultados obtidos pelos testes de

qualidade fisioldgica, indicando a possibilidade de uso de analises enzimaticas para estudo do
estado de qualidade de sementes.
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5 CONCLUSOES

A qualidade de sementes de milho tratadas com inseticidas e armazenadas varia
conforme produto utilizado, periodo de armazenamento e hibrido.

O tratamento com tiametoxam reduz a qualidade fisioldgica de sementes dos hibridos
avaliados a partir dos trés meses de armazenamento.

O tratamento com os inseticidas clotianidina, tiametoxam e fipronil reduz a qualidade
fisioldgica das sementes do hibrido 2B647PW aos nove meses de armazenamento.

O tratamento das sementes com os inseticidas clotianidina, tiametoxam e fipronil
reduz a expressdo das enzimas a-amilase, superoxido dismutase, catalase aos nove meses de
armazenamento.

As enzimas a-amilase, superdxido dismutase, catalase e alcool desidrogenase séo bons

marcadores do estado de qualidade de sementes hibridas de milho durante o armazenamento.
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