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RESUMO

BRANDAO JR, Delacyr da Silva. Eletroforese de proteina e isoenzima na avaliacio da
qualidade de sementes de milho. Lavras-MG, UFLA,1996. 110p. ( Dissertagdo - Mestrado

em Fitotecnia ).‘k

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Patologia e Anilise de
Sementes da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, objetivando a selecdo de
fragbes de extragdo de proteina e sistemas de enzimas que permitissem visualizar variagSes nos
padrdes eletroforéticos de sementes de milho com diferentes niveis de deterioragdo fisiologica e
microbiana.

Na primeira fase do experimento foram utilizadas sementes hibridas das cultivares
AG-122 e C-901 envelhecidas artificialmente (42°C e 100% UR), por periodos de 0, 48, 96 ¢ 144
horas. Apds o envelhecimento as sementes tiveram seu perfil determinado pelos testes de
germinacdo, primeira contagem, emergéncia, envelhecimento acelerado, teste frio, sanidade, e
determina¢des de danos mecanicos e sementes infestadas.

Para extragdes de proteinas das sementes foram testados os tampdes Tris-HCl
(62,5mM Tris, 2,3% SDS, 5% B mercaptoetanol, pH 6,8), Hepes sobrenadante (100mM, Hepes,
pH 7,0) e Hepes "pellet" (50mM Tris, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B mercaptoetanol, pH 6,8). Na
detecgdo de polimorfismo em proteina, foi utilizada eletroforese (SDS - PAGE) em gel 12,5%, e

Tris-glicina + SDS, pH 8,9 como sistema tampao gel/eletrodo.

* Orientadora: Maria Laene Moreira de Carvalho: Membros da Banca: Maria das Gragas G. C.

Vieira e Vania Déa de Carvalho
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Para avaliagdo da atividade enzimética, foi utilizado tampdo de extragdo (0,2 M
Tris, 0,1% B mercaptoetanol, 0,4% PVP, 0,4% PEG, 1 mM EDTA) e géis de poliacrilamida
(separador 7,5%/concentrador 4,5%) com sistema tampio gel/eletrodo Tris-glicina, pH 8,9.

Os reéultados obtidos na primeira fase revelaram que variagdes eletroforéticas de
proteinas e isoenzimas estdo associadas ao processo deteriorativo de sementes de milho. O
extrator Hepes proporciona melhor resolugdo na avaliagdo do nivel de deterioragio de semente e
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as enzimas glutamato-oxaloacetato transaminase e sorbitol desidrogenase, podem ser consideradas i

P
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promissores marcadores bioquimicos para avaliagdo de qualidade de sementes de milho em
estadios iniciais de deterioracdo.

Na segunda fase do experimento realizada com o objetivo de verificar variagSes
eletroforético de enzimas e proteinas de semente de milho com diferentes niveis de deterioragéo
fisiologica e sanitaria, foram utilizadas sementes dos dois hibridos, tratadas com fungicida
thiabendazole, desinfestadas com hipoclorito e nfio tratadas. Estas subamostras foram entdo
envelhecidas artificialmente por periodos de 0, 24, 48, e 72 horas. O perfil destas sementes foi
determinado pelos mesmos testes aplicados na primeira etapa do trabalho, e nas anilises
eletroforéticas foi utilizada a fracdo de extragdo Hepes sobrenadante (proteina solivel) e os
siste_mas de enzimas sorbitol desidrogenase (SDH), peroxidase (PO), esterase (EST) e fosfatase
acida (ACP).

Foi observado que os sistemas enzimaticos, fostatase acida e peroxidade podem %
atuar como marcadores bioquimicos para a avaliagdo da deterioragdo de sementes de milho,
enquanto que a enzima sorbitol desidrogenase possibilita a detec¢do de estadios iniciais de

deterioragio. O uso de marcadores bioquimicos permite avaliar sensiveis diferencas relacionadas a

acdo de microorganimos associados ao processo de deterioragdo de sementes de milho.



ABSTRACT

Electrophoresis Of Protein And Isoenzyme In The
Evaluation Of The Quality Of Corn Seeds.

The present work was undertaken in the Laboratories of Seed Pathology and Seed
Analysis at the Universidade Federal de Lavras UFLA - MG, aiming at the selection of fractions of
protein extration and enzyme systems which allow to detect variations in the electrophoretic
patterns of corn seeds with different levels of physiological and microbiological deterioration.

In the first phase of the experiment, artificially aged hybrid seeds of the cultivars
AG-122 and C-901 (42°C and 100% RU), for periods of 0, 48, 96 and 144 hours were utilized.
After ageing, the seeds had their profile determined by the tests of germination, first count,
- emergence, accelerated aging, cold test, health test and determinations of mechanical damage and
infested seeds.

For extration of seeds proteins, the buffers Tris-HCI (62,5mM Tris, 2,.3% SDS, 5%
B mercaptoethanol, pH 6,8), supernatant Hepes (100mM Hepes, pH 7,0) and pellet Hepes (50mM
Tris, 2% SDS, 10% glycerol, 5% B mercaptoethanol, pH 6,8). In the detection of polymorphism
in protein, 12,5% gel eletrophoresis (SDS-PAGE) and Tris-glycine + SDS, ph 8.9. as a buffer gel/
eletrode system were utilized.

For evaluation of enzymatic activity, Tris extraction buffler (0,1% B
mercaptoethanol, 0.4% PVP, 0.4% PEG, 1mM EDTA) and polyacrilamide gels (separator

7,5%]/concentrator 4,5%) with a gel buffer/Tris glycine electrode, pH 8,9 were employed.



The results obtained in the first phase revealed that eletrophoretic variations of
proteins and isoenzymes are associated with the deterioration process of corn seeds. The extrator
Hepes furnishes better resolution in the evaluation of the deterioration level of seed and the
enzymes glutamate-oxilacetate transaminase and sorbitol desidrogenase, may be considered
promissing biochemical markers for evaluating quality of corn seeds in the early deterioration
stages.

In the second phase of the experiment, accomplished with the objective to observe
electrophoresis variations of enzymes and proteins of corn seeds with different levels of
physiological and health quality, seeds of the two hybrids were utilized, treated with the fungicide
thiabendazole, desinfested with hypochloride and not treated. These subsamples were then
artificially aged for periods of 0, 24, 48 and 72 hours. The profile of these seeds was determined
by the same tests appled in the first step of the work and in electrophoretical analysis, the fraction
of supernatant Hepes extraction (soluble protein) and the enzymes systems sorbitol desidrogenase
(SDH), peroxidase (PO), sterase (EST) and acid phosphatase (ACP) was utilized.

It was found that enzymatic systems, phosphatase acid and peroxidase may act as
biochemical markers for evaluation of the deterioration of corn seeds, while the enzyme sorbitol
desidrogenase, enables the detection of early deterioration stages. The use of biochemical markers
allows to evaluate small differences related to the action of microorganisms associated with the

process of corn seed deterioration.



1 INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de sementes de alta qualidade na instalagio de lavouras de milho &
fundamental para a obtengdo de alta produtividade agricola; no entanto, durante o processo
produtivo ou mesmo no armazenamento as sementes estio sujeitas a uma série de fatores que
podem afetar sua qualidade.

Os mecanismos pelos quais as sementes perdem sua viabilidade, durante o
armazenamento, ainda ndo sfo devidamente conhecidos, muito embora altas temperaturas e
umidades relativas do ar sejam as principais responsiveis pelos aumento da velocidade de
deterioragdo. Diversos métodos tém sido utilizados para determinar o nivel e a causa da
deteriora¢do das sementes, mas 0s testes atuais apresentam limita¢Ges no sentido de serem na
maioria das vezes onerosos, ou demandarem um longo tempo para sua realizagdo, podendo
mesmo serem ineficientes em algumas situagdes especificas.

A detecgdo correta da qualidade das sementes e a obtengdo de resultados confidveis e
rapidos podem auxiliar em programas de controle de qualidade de empresas produtoras de
sementes de milho, permitindo o monitoramento da qualidade durante o processo produtivo,

eliminando custos e preservando a qualidade das sementes produzidas.



As primeiras mudancas deteriorativas que afetam a qualidade das sementes tém sido
atribuidas a vérios processos bioquimicos, como denatura¢io de biomoléculas e acumulagdo de
substéncias tdxicas, em adi¢do a queda da integridade de membranas (Basavarajappa, Shetty e
Prakash, 1991).

Recentemente técnicas envolvendo proteinas e enzimas tém sido utilizadas na avaliagio
de alteragdes bioquimicas nas sementes durante o processo de deterioragio. Apesar de existirem
ainda necessidades de muitos estudos nessa 4rea, as técnicas eletroforéticas tém-se mostrado
promissoras para avaliagdo da qualidade das sementes, com vantagem como requererem pequena
quantidade de amostras e permitirem analise simultinea de diversos lotes, além de conferirem
rapida separag@o com alta resolugdo.

Visando a determinar alteragGes bioquimicas resultantes do processo de deterioragdo de
sementes de milho, buscou-se com o presente trabalho selecionar isoenzimas e fragdes de
extracdo de proteinas que permitam verificar variagdes de perfis eletroforéticos em sementes com
diferentes niveis de deterioragdo; e a possibilidade da utilizagdo de padrdes protéicos e

isoenzimaticos como indicadores da qualidade fisiologica e sanitéria.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Deterioracdo de Semente

A deterioragdo de semente € um processo degenerativo continuo que se inicia no estigio
de maturidade fisiologica e continua até a perda da viabilidade e morte da semente. A extensdo
das mudangas que ocorrem neste processo depende principalmente do periodo de tempo e
condiges de armazenamento, podendo resultar na redugio da emergéncia final e baixo
desenvolvimento das plantas no campo, com consequente queda na qualidade e na produtividade
das lavouras (Dell' Aquila, 1987; Bingham, Harris e MacDonald, 1994).

Diversas teorias sobre as causas da deterioragdo tém sido propostas, mas as causas reais e
seus mecanismos ainda permanecem obscuros (Zhang et al., 1994). Para Roberts (1973); isto se
deve ao grande volume de alteragdes citologicas e metabdlicas detectadas no processo, o que
torna dificil o estabelecimento das primeiras causas ou mesmo a identificagio de causa e efeito de
uma resposta deteriorativa especifica.

Delouche e Baskin (1973), em estudos de envelhecimento artificial de sementes de milho,
afirmaram que o processo de deterioragdo se inicia com a desorganizagio de membranas e perda

de sua integridade.



Segundo Tyagi (1992), a perda da integridade de membrana esti diretamente associada
a0 mecanismo de envelhecimento de semente. Deste modo, quando embebida em &gua, as
sementes deterioradas apresentam uma maior lixiviagio de compostos soliiveis, sendo esta
liberagdo proporcional ao estado de desorganiza¢io das membranas, principio este adotado pelo -
teste de condutividade elétrica para avaliagdo de vigor de sementes.

Para Villiers (1973), o mecanismo de degeneragio das membranas ocorre com a
produg@o de radicais livres na cadeia dos dcidos graxos insaturados na presenca de oxigénio.

Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), detectaram em sementes de milho envelhecidas
artificialmente um aumento no total de 4cidos graxos e na atividade de fospolipase A, e uma
grande queda em fosfolipidios totais. Desde que os fosfolipidios sdo os principais componentes da
membrana e que a enzima fospolipase A atua sobre estes fospolipideos e libera 4cidos graxos, isto
sugere que no envelhecimento da semente ocorre perda de fosfolipideos de membrana e
subsequente peroxidagio de lipideos.

A peroxidagio de lipidios afeta consideravelmente a integridade das membranas,
exercendo um importante papel na deterioragio e reduzindo a longevidade de sementes
armazenadas sobre condiges naturais (khan et al.,1996).

Lin (1988) estudou alteragdes nos lipidios das membranas de sementes de feijdo e de
milko, durante o envelhecimento. Observou o autor a ocorréncia, em feijdo, de peroxidagdo e
hidrélises dos lipidios e verificou que a detecgio do 4cido fosfatidico pode ser um sensivel
indicador da perda de vigor. Em milho os estudos nfio se mostraram tio conclusivos.

A lipoxigenase (LOX) ¢ uma classe de enzimas que se acredita contribuir na peroxidagio
de lipidios e geragdo de icidos graxos. Todavia, Trawatha, Tekrony e Hildebrand (1995), em

estudos com atividades de enzima determinaram que a inativagio de uma ou duas das trés



isoenzimas Lox ndo alteraram a armazenabilidade de sementes de soja. A medida que a viabilidade
e vigor das sementes declinaram durante o armazenamento, verificou-se um aumento
concomitante em contetido de 4cidos graxos livres e formagdo de E-2-Hexenal para todos os
gendtipos estudados. Entretanto, Girald e Le-Mestre (1992) demonstraram, através de analise de
ESR (Electron Spin Resonance), que o nivel de radicais livres ndo pode ser um bom indice para
avalia¢do de viabilidade de sementes de trigo.

Cherry e Skadsen (1983) e Aguilar et al. (1991) sugerem que a perda de viabilidade de
sementes € acompanhada por redugdo na capacidade de sintetizar proteinas devido ao declineo de
componentes como ribossomo, RNA mensageiros e alteragdes ao nivel de transcrigdo e tradugdo
com o envelhecimento das sementes.

Dentre as proteinas, as enzimas desempenham um importante papel na evolugdo da
deterioragdo de sementes e sua atividade pode ser um indicativo da perda de qualidade.

Para McGee (1983), a desnaturagdo de enzimas e inativagdo dos acidos nucléicos e
membranas ndo funcionais estdo ligadas a danos cromossémicos que podem levar 4 diminuigdo na
eficiéncia metabélica de organelas, células e 6rgdos devido ao aumento de uso e 4 elevagdo nos
niveis de mutagdes somaticas com o aumento de idade do tecido, acarretando aumento de
mutagdes indesejaveis que conduzem a disfungdes metabélicas.

Vazquez et al. (1988) e Vazquez, Montiel e Vazquez-Ramos (1991), verificaram a
diminui¢@o da atividade da DNApolimerase e da DNAligase no processo de deterioragdo artificial
de semente de milho.

Estando varias enzimas associadas ao processo de duplicagio do DNA na divisdo celular
e sendo o DNA constituinte dos cromossomos, base para a formagio dos RNAs, e estes

responsaveis pela sintese protéica, a constatagdo das alteragdes no metabolismo do DNA ajuda a



compreender fatos como os observados por Cheah e Osborne (1978) e McGee (1983) de |
quebramento de cromossomos durante o armazenamento de sementes, bem como a quebra de
RNA (Ghosh, Adhikary e Banerjee, 1981); portanto, incapacidade de sintetizar proteinas (Cherry
e Skadsen, 1983; Aguilar et al., 1992). Em consequéncia da redu¢do de enzimas atuantes no
processo germinativo, acontece uma germina¢do mais lenta ou a perda da viabilidade.

Além da importéncia das enzimas associadas ao processo de duplicagio do DNA, a
diminuigﬁo na atividade de enzimas removedoras de per6xidos pode contribuir com o processo de
deterioragdo. Segundo Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), esta diminui¢do na atividade de
enzimas removedoras de perdxido pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O; e radicais
livres sobre 4cido graxos insaturados de membrana e a produgdo de produtos de peroxidagio de
lipidios secundérios. Alguns autores (Nkang, 1988; Basavarajappa et al., 1991; Jeng e Sung
1994;) verificaram em sementes envelhecidas artificialmente um declinio na atividade da
peroxidase e de outras enzimas removedoras de perdxido (superoxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidase) com o aumento do tempo de envelhecimento

James (1967) afirma que os processos relacionados com a deterioragio de sementes tém
como causa primdria a existéncia da respiragdo que provoca alteragdes na estrutura protéica,
céusando inativagdo enzimatica e surgimento de mutagges.

A diminui¢do da atividade respiratoria, durante o processo deteriorativo, sugerido por
Wilson e McDonald (1986), ocorre pela quebra do gradiente protdnico necessario para manter o
acoplamento respiratorio. Para os autores, a membrana da mitocondria (organela responsavel pela
respiragdo celular), por ser rica em lipidios insaturados e devido & presenca de cristas, apresenta

mais intensamente peroxidagdo desses lipidios, 0 que acaba por interferir com taxas respiratdrias.



Para Murray (1984), o efeito negativo da deterioracio de sementes sobre taxas
respiratorias induz a um atraso na degradagdo de reservas, prejudicando o desenvolvimento do
embrido. Esse atraso tem sido atribuido a um escasso desenvolvimento mitocondrial durante as
primeiras fases da germinagdo (Morahashi, Bewley e Yeng, 1981), a falta de hidrolises
enzimaticas (Rodriguez, 1991) e/ou a oxidagdo de metabélitos derivados de hidrélises de reserva
(Woodstock, Furrman e Solomons, 1984).

A respiragdo aer6bica néo € o tnico fator que afeta a deterioragdo de sementes. Zhang et
al. (1994) verificaram, através do metabolismo anaerébico, que a produgio de compostos volateis
pela semente pode ser um importante fator que acelera o processo de deterioragdo. Segundo os
autores, o acetaldeido teve o maior efeito danoso independente da umidade relativa e temperatura
do ambiente de armazenamento, enquanto o etanol causou deterioragdo de sementes somente em
condicdo de umidade relativa alta. Vantoai, Fausey e McDonald Jr, (1987) afirmam que no
metabolismo anaerdbico o piruvato, primariamente produzido através da glicolise, é convertido
para acetaldeido pela a¢do da enzima piruvato descarboxilase e o acetaldeido é entdo reduzido
para etanol pela élcool desidrogenase

Alguns autores (Barton, 1985; Cherry e Skadsen, 1983; ) destacam a agfio de fungos
como importante fator no processo de deterioragio de sementes. Berjak (1987) cita que
consideréaveis mudangas bioquimicas ocorrem em sementes infectadas como resultado de
atividades fungicas.

Os fungos associados as sementes e graos sdo classificados como fungos de campo e de
armazenamento. Dentre os fungos de armazenamento destacam-se os géneros Aspergillus e

Penicillum pelos danos causados & semente durante o armazenamento.



Christensen e Lopez (1963) verificaram a perda total do poder germinativo de semente de
milho inoculadas com fungos de armazenamento, enquanto que sementes ndo inoculadas
mantiveram a porcentagem de germinagdo durante o armazenamento.

Alguns fungos de campo podem manter-se vidveis por anos em sementes armazenadas.
Armolik et al. (1956) citado por Barton (1985) verificaram que sementes de cevada inoculadas
com Fusarium moniliforme apresentaram uma maior aceleragio do processo deteriorativo
durante o armazenamento do que aquelas inoculadas com espécies do género Aspergillus e
Penicillium. O Fusarium causou os piores danos as sementes armazenadas e provocou 0s
maiores efeitos deletérios.

Von Pinho (1991) em trabalho com conservagio de sementes de milho com incidéncia de
Fusarium moniliforme, encontrou resultados superiores de germinagdo no teste de frio apés seis
meses de armazenamento. Sugere a autora que com o decorrer do tempo de armazenamento este
fungo poderia tornar-se menos agressivo, dando, assim, condigGes para a semente manifestar seu
potencial de germinagdo.

O fungo Fusarium moniforme induz sintomas como podridio do colmo e da espiga,
podendo ainda sobreviver no interior das sementes causando podridio de sementes devido a
destrui¢do do embrio antes da ocorréncia da germinagdo, como também a morte de plantulas
antes e apos a emergéncia (Balmer, 1978).

Berjak (1987), trabalhando com sementes de milho envelhecidas artificialmente, verificou
que a redugdo no vigor e na germinagio das sementes ocorre antes mesmo que aparegam sinais
externos indicadores da invasdo por espécies de Aspergillus e Penicillium e que certas alteragdes

ultra-estruturais, caracteristicas do processo deteriorativos, aparecem mais precocemente em



sementes infectadas do que nas ndo infectadas. Cita ainda a autora a existéncia de alteragdes
ultra-estruturais que podem caracterizar processo deteriorativo por atividade fiingica.

Segundo Cherry e Skadsen (1983), as mudangas fisiologicas e estruturais no processo
deteriorativo ocorrem independentes dos microorganismos, mas estes aumentam notadamente o
nivel de deterioragdo da estrutura celular.

Os diversos estudos relacionados a deterioragdo de sementes envolvem o armazenamento
destas por periodos prolongados ou ndo, dependendo das condigdes de como foram armazenadas
e onde o foram. A aceleragdo do processo de deterioragdo pode ser conseguida com o
envelhecimento artificial das sementes.

Segundo Lin (1988), o envelhecimento artificial de semente utilizando altas temperaturas
e umidades, permite que mudangas na qualidade, que usualmente levariam meses ou anos,
ocorram em poucos dias ou semanas.

Gutiérrez et al. (1993), estudando alteragdes no metabolismo do DNA de sementes de
varios hibridos de milho, observaram que alteragdes de atividades enzimdticas (DNApolimerase e
da DNAligase) ocorrem em condi¢Ges de envelhecimento natural ou artificial através de elevagdo

da temperatura e da umidade do ambiente.

2.2. Eletroforese de Proteina e Isoenzima

A eletroforese ¢ uma técnica bioquimica relativamente simples, ripida e de alto valor
informativo, que consiste na separagdo de macromoléculas ionizadas de acordo com suas cargas
elétricas, formas e pesos moleculares, através da migragdo em um meio suporte e tampdes

adequados sob a influéncia de um campo elétrico. Moléculas com carga negativa migram para
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polo positivo € moléculas com carga positiva migram para polo negativo (Alfenas et al., 1991;
Westermeier et al., 1993).

Embora os principios desta técnica ja fossem conhecidas desde o século passado, somente
a partir de 1926 ela teve um grande impulso, quando Sammer conseguiu isolar e cristalizar a
enzima urease, demostrando que enzimas e proteinas sio moléculas que podem ser purificadas.
Markert (1983).

Diferentes meios suportes foram trabalhados visando & caracterizagio de proteinas,
através da mobilidade eletroforética; destes meios destaca-se a eletroforese em gel de
Poliacrilamida - PAGE introduzida em 1950 (Anti, 1991) pela sua praticidade e por propiciar alta
resolugao.

Segundo Carraro (1990), a técnica SDS-PAGE pela qual o dodecil sulfato de sédio
(SDS), um detergente anidnico, se liga as regides hidrofobicas de proteinas para separar a maioria
em suas unidades componentes, e faz com que as proteinas percam seu efeito de carga especifica,
separando-se devido as suas diferencas de pesos moléculares, est entre as técnicas que permitem
melhor resolugdo de bandas, tornando possivel a avaliagio em nivel qualitativo
(auséncia/presenca) e quantitativo (diferenga de concentragio dos polipeptideos existentes em
uma amostra.

Ap0s a separagdo fisica no gel, as proteinas sdo detectadas através de procedimentos de
coloragdo apropriados, formando padrdes de bandas. Até mesmo 0,lmg de uma proteina
apresenta uma faixa distinta quando corada com coomassie blue. Proteinas com massas diferindo
em cerca de 2% (diferenga de cerca de 10 aminoé4cidos) podem geralmente ser distinguidas

(Westermeier et al., 1993).
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Segundo Alfenas et al. (1991), a resolugdo em geis de poliacrilamida foi melhorada com a
introdug@o, na década de sessenta, do sistema descontinuo, em que dois sistemas de geis, gel
separador e gel concentrador, e de solugdo tampéo dos geis (Tris - HCL) diferente daquele dos
eletrodos (Tris - glicina) sdo utilizados. Enquanto no gel concentrador as moléculas de proteina
concentram-se numa banda estreita e compacta, no gel separador elas se separam de acordo com
seus respectivos tamanhos moleculares (peneiramento molecular).

Comparando com as outras técnicas, a eletroforese em gel de poliacrilamida requer
somente pequena quantidade de amostra, permite a andlise simultinea de diversas amostras e
confere rédpida separagdo com alta resolucdo (Boulter, Thurman e Derbyshere, 1976).
Eletroforese tem tido grande aplicag@o no estudo de proteinas com respeito a regulagio genética
e bioquimica, propriedades fisico-quimicas, ortogenia, especificidade e papel fisiologico, entre
outras.

Uma grande vantagem dessa técnica é a reprodutibilidade de resultados, o que ¢é
conseguido desde que nfio haja mudangas na metodologia eletroforética, os extratos sejam
preparados de um modo comum, a partir de 6rgdos compardveis em um mesmo estddio de
desenvolvimento, e que sejam submetidos & eletroforese de uma maneira idéntica (Vernetti,
1983).

Segundo Alfenas et al. (1991), um dos maiores problemas encontrados na extragio de
proteinas e enzimas ¢ a presenga de compostos fendlicos liberados durante a trituracio de tecido.
Tais fendis, quando descompartimentalizados, sdo prontamente oxidados a quinonas por enzimas
da propria semente. Tanto os compostos fendlicos ndo oxidados quanto as quinonas reagem com

as proteinas e inativam as enzimas e/ou alteram a mobilidade das moléculas de proteinas. O
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conteido de lipideos no endosperma, temperatura, tipo de solvente utilizado e interacGes entre
proteinas também podem afetar quantitativamente a extragdo (Tsai, 1983).

Além de efetuar a extragdo a baixa temperatura, estabilizadores de atividade enzimética
podem ser adicionados ao tampdo de extragdo visando melhorar a resolugio de certas enzimas.

As proteinas do grdo de milho podem ser separadas, quanto a sua solubilidade, em
albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas (Osborne e Mendel, 1914). As albuminas sio
soliveis em 4dgua e as globulinas sdo extraidas em solugGes salinas diluidas. Varias dessas
albuminas e globulinas sdo enzimas e contribuem com 6% das proteinas totais. As proteinas
extraidas com solugdes alcodlicas sdo as prolaminas (zeinas), sendo que estas sdo as principais
proteinas de reservas da semente de milho e perfazem aproximadamente 47,5% das proteinas
totais do grdo. As demais proteinas que permanecem insoliveis apés a extragdo das albuminas,
globulinas e prolaminas sdo as glutelinas. Estas podem ser extraidas com solugdes 4cidas ou
alcalinas diluidas (Formasieri Filho, 1992; Guimardes, 1994).

Varios procedimentos de extragdes tém sido publicados, todos baseados na solubilidade
de proteinas em solvente organico. A extragdo dos virios tipos de proteinas em um tnico solvente
¢ incompleta, sendo recuperadas varias fragdes e, dependendo da presenca ou auséncia de agentes
redutores, vérias proteinas podem ou ndo vir a ser extraidas pelo mesmo solvente (Lopes, 1993).

A fragdo zeina (principal proteina de reserva do grio de milho), quando separada
eletroforeticamente no sistema SDS-PAGE, apresenta quatro grupos distintos: alfazeinas de 19 e
22 KD, gama-zeina de 16 e 27 KD, beta-zeinas de 14 KD e delta-zeina de 10 KD (Larkins et al.,

1989).
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Para eletroforese de isoenzimas ndo se utiliza o detergente dodecil sulfato de sodio (SDS)
no sistema para que no héja desnaturagdo das enzimas, pois estas sdo identificadas no gel por
reacdo de coloragfio baseada em sua atividade catalitica (Gottlieb, 1977).

O termo isoenzima foi proposto por Markert e Moller (1959), para descrever formas
moleculares multiplas de uma mesma enzima, que ocorre num mesmo organismo e com afinidade
pelo mesmo substrato. Estas formas tém usualmente semelhante, se nio idénticas propriedades
enzimaticas, mas pequenas diferengas na sequéncia de aminoacidos (Bonde, Micales e Peterson,
1993).

As isoenzimas podem se originar de trés diferentes fendmenos genéticos e bioquimicos:

a) diferentes alelos de um mesmo locus; b) miltiplos loci codificando para uma mesma enzima e
¢) modificages pés translacionais e formagdo de isoenzimas secundarias (Bonde, Micales e
Peterson, 1993).

A analise da variagdo isoenzimdtica aproxima-se da variagio genética, uma vez que os

polipeptideos sdo dependentes das sequéncias de nucleotideos nos seus genes codificantes.

2.3. Detecgiio de alteragdes protéicas e isoenzimaticas durante o processo de deteriora¢ao de

sementes.

Segundo Bragantini (1985), embora ja existam diversas técnicas utilizando atividades
protéicas e enzimaticas como medidas de viabilidade das sementes, somente algumas das muitas

enzimas envolvidas no processo tém sido investigadas.



14

Carraro (1990) afirma que a eletroforese, através da detecgdo de alteragdes na
composicdo protéica e de enzimas especificas, pode ser eficiente ferramenta para o
acompanhamento da qualidade das sementes durante o armazenamento.

Chauhan, Gopinathan e Babu (1985) verificaram em seus estudos sobre variagdes
eletroforéticas de proteinas e enzimas de soja e cevada, que as bandas de proteinas e enzimas
podem atuar como marcadores moleculares na avaliagdo a qualidade de sementes. De acordo com
o autor, perfis eletroforéticos de proteinas e enzimas das sementes bastante envelhecidas, parecem
com o daquelas sementes vigorosas e com 24 a 48 horas de germinagdo, 0 que sugere que
sementes envelhecidas passaram por todas as mudangas bioquimicas necessarias para o processo
de germinagdo, resultando na perda da viabilidade. Citam ainda os autores que a presenga de um
grande nimero de bandas em sementes secas indica que existe uma atividade de genes que
controlam o inicio da germinagdo e também a expressio de varias outras caracteristicas
fenotipicas durante o processo de envelhecimento.

Dell’Aquila (1994) demostrou que padrdes de proteinas de sementes de trigo foram
alterados quando estas foram submetidas ao envelhecimento artificial. Em semente de girassol
(Reuzean, Gofiner e Cavalie, 1992) e de algoddo (Varier e Dadlani, 1992), os padrées de bandas
de proteinas soliveis ndo foram afetados pela envelhecimento natural.

Bilia (1992), estudando o comportamento de sementes de milho hibrido durante o
armazenamento, verificou através de anlise eletroforética que a regido de expressio protéica
similar & proteina de peso molecular 43 KD (ovoalbumina) e a posi¢io R4 da expressao do gene
de esterase sdo possiveis marcas moleculares relacionadas a alteragdes metabélicas das sementes

em processo de deterioragdo.
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Throneberry e Smith (1955) observaram uma correlagdo positiva entre viabilidade de
sementes de milho e atividade da enzima dlcool desidrogenase. A alcool desidrogenase atua no
metabolismo anaerébico de plantas, reduzindo o acetaldeido a etanol (Vantoai, Fausey e
" McDonald, 1987). Em estudos de efeitos de volteis endégenos no processo de deterioragdo de
sementes, Zang et al. (1994) verificaram que a produgdo de acetaldeido pelas sementes durante o
armazenamento poder ser um importante fator que acelera a deteriorag@o.

A enzima glutamato desidrogenase esta presente apenas na mitocondria, e se localiza na
matriz mitocondrial, sendo uma enzima alostérica, complexa, catalisando a deaminagio oxidativa
do glutamato, formando amdnia e o cetoglutarato. A amonia pode ser recuperada e reutilizada na
sintese dos aminodcidos. Embora a amonia e o o cetoglutarato sejam catalisados pela mesma
enzima, o uso de duas coenzimas (NAD e NADPH) diferentes, pela glutamato desidrogenase,
possibilita a regulagdo independente da deaminagdo do glutamato e da aminagio do «
cetoglutarato (Lehninger, 1992). Desde que esta enzima atua na oxida¢io de aminoécidos
(proteinas de reserva) fornecendo energia para as células (ciclo do 4cido citrico) e/ou na reducio
do o cetoglutarato para sintese de aminoacidos, pode ela ter um importante papel na germinagio
de sementes.

Jé a sorbitol desidrogenase ¢ uma enzima oxiredutora que catalisa a reagdo de remogdo
de termos de hidrogénio do monossacarideo sorbitol possibilitando a degradagio deste
monossacarideo e obtengdo de energia para célula, a exemplo dos resultados obtidos por
Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991); a perda de atividade de desidrogenase em sementes
envelhecidas pode estar associada a seus niveis baixos de produ¢io de ATP e a uma taxa reduzida

de ATP e GTP dependente da sintese de proteina.
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A malato desidrogenase catalisa a reagdo de malato & oxaloacetato, tendo uma importante
funcdo dentro do ciclo de Krebs, além de participar do movimento de malato através da
membrana mitocondrial e fixagdo do CO, nas plantas (Conn e Stumpf, 1980). Satters et al.
(1994), em estudos com sementes de soja, observaram que a atividade da isoenzima malato
desidrogenase foi a menos afetada pelos tratamentos de envelhecimento.

A glutamato oxaloacetato transaminase participa da reagdo especifica de transferéncia de

aminogrupo de um aminoacido ao 4cido o cetoglutarato para formar o 4cido glutamico e produzir

o cetoacido, e reage em diferentes velocidades, com aproximadamente todos os outros |

aminodcidos protéicos, em uma reagdo reversivel. Essas reagdes ocorrem sobretudo no
citoplasma e o 4cido glutdmico, ao qual a membrana mitocontrial ¢ permeavel, entra na matriz,
onde pode ser novamente transaminado ou ser desaminado pela glutamato desidrogenase. Esta é
portanto uma enzima atuante no processo de degradagdo e sintese de proteinas (Conn e Stumpf,
1980), apresentando um importante papel na germinagdo de sementes. Utilizando técnicas
eletroforéticas, Chauhan, Gopinathan e Babu (1985) observaram em soja e cevada um aumento

do nimero de bandas da glutamato oxaloacetato transaminase com o envelhecimento das

sementes. Segundo os autores, essas mudangas no nimero de bandas sdo devidas a um aumento .

na atividade metabolica que ocorre com a evolugdo do processo de deterioragdo.

A esterase € uma enzima envolvida em reagdes de hidrélise de esteres. Bilia (1992)
verificou em sementes de milho, com 8 meses de armazenamento, a supressdo da atividade da
esterase da posi¢do Rs. Segundo a autora, tal fato pode ser explicado pela inibico, por
compostos organicos e carbamatos, da sintese de esterase da regido Ry com a deterioragdo da

semente. Satters et al. (1994), trabalhando com sementes de soja, observaram a perda de 77% da

' f",j ()7
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atividade de duas esterases ap6s 48 h de envelhecimento e o aumento da atividade total desta
enzima com o envelhecimento.

Chauhan, Gopinathan e Babu (1985) verificaram, em sementes de soja e cevada, que os
padrdes de bandas de esterase ndo estavam uniformemente presentes nos diferentes tratamentos
referentes aos tempos de envelhecimento artificial e que o niimero de bandas aumentou com o
tempo de envelhecimento, além do que algumas bandas eram especificas a uma idade particular de
fratamento.

A peroxidase € uma enzima removedora de peroxido e a perda de sua atividade pode |

tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O, e radicais livres sobre dcidos graxos insaturados ',

de membrana, o que provoca a degeneragdo de suas membranas e o comprometimento de seu
- vigor. Nkang (1988) Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) e Jeng e Sung (1994) verificaram
um aumento da peroxidagdo de lipidios com a evolug¢do da deterioracdo de sementes.

A fosfatase 4cida participa em reagdes de hidrdlise de esteres, podendo atuar sobre
fosfolipidios de membrana, provocando a peroxidagdo destes lipidios.Rajagopal e Sen - Mandi
(1992) observaram alta atividade desta enzima em embrides de sementes de arroz envelhecidas
artificialmente quando comparadas com embrides de sementes envelhecidas naturalmente e nio
envelhecidas.

Estes resultados contradizem os obtidos com cevada (Chauhan, Gopinathan e Babu,
1985), e soja (Jeng e Sung, 1994; Chauhan, Gopinathan e Babu, 1985) nos quais a atividade da
fosfatase 4cida decresceu com o aumento do envelhecimento.

Trabalhando com sementes de milho, Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) obtiveram
resultados conflitantes em relagdo ao aumento de peroxidagdo de lipidios e diminuicio de

atividade da enzima fosfase acida.
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As alteragGes nos padrdes eletroforéticos durante o processo de deterioragio, podem ser
afetadas pela ag¢do de microorganismos associados as sementes. Isto é devido a varias enzimas
terem sua produg@o e/ou atividade alterada em resposta a presenga de microorganismos (Leite e
Pascholati, 1995).

Na infecgdo e colonizagdo o microorganismo pode se valer da produgdo de uma
variedade de enzima que atua na degradac@o dos componentes de parede celular, membranas e de
reserva, além da producdo de hormédnios e substéncias toxicas visando promover a penetragdo da
hifa infectiva ndo hospedeiro (Amorim, 1995; Pascholati, 1995) e o hospedeiro interagindo com o
fungo, langa méo de seus mecanismos de defesa. A principio, ocorrem modificagdes fisiologicas e
bioquimicas através da ativagdo e/ou do bloqueio de determinadas atividades celulares, uma
verdadeira batalha metabélica. Posteriormente, mudangas morfolégicas visiveis poderdo surgir em
decorréncia dessas alteragdes ( Pascholati, 1995).

Cherry (1978), trabalhando com semente de amendoim, observou decréscimo em
proteinas soliveis e diferencas em zimogramas de esterase, leucina-aminopeptidase,
fosfogluconato, alcool desidrogenase, fosfatase acida e alcalina de sementes infectadas com

Aspergillus flavus em relagdo as ndo infectadas.
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4 CAPITULO I

Variacoes Eletroforéticas de Proteinas e Isoenzimas Relativas a Deterioracio

de Sementes de Milho Envelhecidas Artificialmente.



RESUMO

Brandéo Jr, Delacyr da Silva. Variagdes eletroforéticas de proteina relativas a deterioracio
de sementes de milho envelhecidas artificialmente. Lavras-MG, 1996. 110p.

(Dissertagao - Mestrado em Fitotecnia).

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Analise e Patologia de
Sementes da Universidade Federal de Lavras, com o objetivo de selecionar fragbes de extragao
de proteinas e sistemas de isoezimas que permitissem visualizar variagGes em perfis
eletroforéticas de sementes de milho com diferentes niveis de deteriora¢do. Foram utilizados
dois lotes de sementes das cultivares AG-122 e C-901 envelhecidas artificialmente em mini-
camaras adaptadas, sob ambiente de 42°C e 100% UR, por periodos de zero, 48, 96 e 144
horas. Apds o envelhecimento, as sementes tiveram seu perfil determinado pelos testes de
germinagdo, primeira contagem, emergéncia, envelhecimento acelerado, teste de frio,
condutividade elétrica, sanidade, exame de sementes infestadas, detec¢do de danos mecénicos
e do grau de umidade.

Para extragdes de proteina das sementes foram testados os tampdes Tris-HCl para
proteina total, Hepes sobrenadante para proteina solivel e Hepes "pellet" para extragdo da
fragdo de proteina de armazenamento.

Na andlise isoenzimatica, os géis foram revelados para os sistemas; desidrogenases
(alcool, glutamato, malato e sorbitol desidrogenase), que participam na atividade respiratdria
da semente; glutamato-oxaloacetato transaminase, devido a sua participagdo no processo de
sintese e degradacdo de aminodcidos e outras enzimas ligadas a processos de alteragdes de
fosfolipideos de membrana (esterase, peroxidase e fosfatase 4cida).

Os resultados obtidos revelaram que variagdes eletroforéticas de proteinas e isoenzimas
estdo associadas ao processo deteriorativo de sementes de milho. O extrator Hepes
proporciona melhor resolu¢do na avaliagdo do nivel de deterioragdo de semente e as enzimas
glutamato - oxaloacetato transaminase e sorbitol desidrogenase, podem ser consideradas
promissores marcadores bioquimicos para avaliagdo de qualidade de sementes de milho em

estadios iniciais de deterioragdo.



ABSTRACT

Electrophoretical Variations of Protein Relative ToThe
Deterioration of Artificially Aged Corn Seeds.

The present work was developed in the laboratories of Seed Analysis and Seed Pathology
at the Universidade Federal de Lavras, with the purpose of screening protein extracting fractions
and isoenzyme systems would allow to detect variations in electrophoretical profiles of corn seeds
with different levels of deterioration. Two lots of seeds of the cultivars AG-122 and C-901
artifically aged in adapted mini chambers, under a conditions of 42°C and 100% RU, for periods of
0, 48, 96 and 144 hours. After aging, the seeds had their profile determined by the tests of
germinantion, first count, emergence, accelerated aging, cold test, electrical conductivity, health
test, exame of infested seeds, detection of mechanical damage and of moisture degree.

For the extraction of seed protein, the buffers Tris - Hel for total protein, supernatant
Hepes for soluble protein and “pellet” Hepes for extraction of the fraction storage protein were
tested.

In the isoenzymatic analysis the gels were revealed for the systems; desidrogenases
(alcohol, gluthamate, malate and sorbitol desidrogenase), which took part in the respiratory
activity of the seed; gluthamate-oxilacethate transaminase, due to their participation in the process
of aminoacid synthesis and degradation and of other enzymes linked to processes of changes of
membrane phospholipids ( sterase, peroxidase and acid phosphatase).

The results obtained revealed that the electrophoretical variations of proteins and .
isoenzymes are associated with the deteriorative process of corn seeds. The extractor Hepes offers
better resolution in the evaluation of the level of deterioration of seeds and the enzymes glutamate-
oxalacethate transaminase and sorbitol desidrogenase may be considered promissing biochemical
markers for evaluating of quality of corn seeds in early deterioration stages.



4.1 INTRODUCAO

A perda da viabilidade da semente, com a evolug@o do seu processo deteriorativo, pode
estar relacionada a alteragGes bioquimicas que conduzem a um comprometimento de suas
atividades metabdlicas.

Algumas mudangas deteriorativas geram desorganizagio e perda da integridade de
membrana (Delouche e Baskin, 1973; Villiers, 1973; Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991;
Tyagi, 1992; Khan et al., 1996), redugio na capacidade de sintetizar proteinas e acidos nucléicos
(Cherry e Skadsen, 1983; Aguilar et al., 1991; Roberts, 1973; Bray e Dasgupta, 1976), danos na
taxa respiratéria (Murray, 1984; Morahashi, Bewley e Yeng, 1981; Pradet, 1982; Woodstock,
Furrman e Solomons, 1984; Cruz-Garcia et al., 1995), além de danos no metabolismo de DNA
(Cheach e Osborne, 1978; McGee, 1983;. Vazquez, Montiel e Vazquez-Ramos, 1991; Coello e
Vazquez-Ramos, 1996).

Variagdes eletroforéticas na composicdo protéica e de enzimas especificas, podem ser uma
eficiente ferramenta na determinagdo de mudangas bioquimicas resultantes do processo
deteriorativo. (Chauhan, Gopinathan e Babu, 1985; Carraro, 1990).

Cada alteragdo na composi¢do protéica e/ou na atividade enzimatica dos diferentes
processos metabdlicos da semente detectada pela técnica de eletroforese pode servir como um

marcador molecular indicativo da perda de qualidade.
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O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de selecionar fragdes de extragdo de
proteinas e sistemas de isoenzimas que permitam verificar variagdes de perfil eletroforético em
sementes de milho com diferentes niveis de deterioragdo, e de verificar a possibilidade da
utilizagdo de padrdes protéicos e isoenziméticos como indicadores da qualidade fisiologica de

sementes.



4.2 Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido nos Laboratérios de Sanidade e Andlise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras (MG), no periodo de julho 4 dezembro de 1995.

Foram utilizadas sementes de milho das cultivares AG-122, produzidas pela Empresa de
Sementes Agroceres , provenientes de Patos de Minas (MG) e C-901 produzidas pela Empresa de
Sementes Cargill, provenientes de Santa Helena de Goids (GO). A cultivar AG -122 ¢ um hibrido
duplo, precoce (864 U.C.), porte médio, de grdo semidentado amarelo, euqua:;to a cultivar C-901
€ um hibrido simples super-precoce (790 U.C.), porte baixo de grio semidentado amarelo.

Apds expurgo, as amostras de sementes das duas cultivares foram homogeneizadas,
divididas em subamostras e envelhecidas artificialmente a temperatura de 42°C e 100% UR,
conforme método do gerbox adaptado, descrito por Tao (1980), pelos periodos de zero, 48, 96 e
144 horas, a fim de se obter amostras com diferentes niveis de qualidade.

Foram selecionadas fragdes de extragdo de proteina (total, solivel e de armazenamento) e
sistemas de revelagdo de isoenzimas que possibilitassem a visualizagdo de alteragdes de padrdes
eletroforéticos em sementes de milho com diferentes niveis de qualidade. Para a verificagdo do
nivel de qualidade, ap6s o envelhecimento artificial, as sementes foram submetidas a avaliagdes de

qualidade fisica, sanitdria e fisioldgica através dos seguintes testes e determinagdes:

4.2.1. Qualidade das Sementes

4.2.1. 1. Qualidade fisica das sementes
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- Determinag¢io do grau de umidade

Foi efetuada pelo método da estufa 105°+ 3°C durante 24 horas, utilizando-se duas
repeti¢des para cada cultivar, conforme prescri¢des das Regras para Andlise de Sementes (Brasil,

1992). Os resultados foram expressos em percentagem média por cultivar.

- Identificagio de sementes com injirias mecanicas.

Para identificacdo das sementes danificadas foram utilizadas quatro repeticGes de 100
sementes imersas em solug¢do do corante Amaranth a 0,1%, durante 2 minutos. Apés esse periodo
as sementes foram lavadas em agua corrente e avaliadas quanto a presenga de danos através da
verificagdo de dreas coloridas pelo corante. Os resultados foram expressos em porcentagem de

sementes injuriadas.

4.2.1.2. Qualidade sanitiria das sementes

- Exame de sementes infestadas

Para este teste foram utilizadas 2 repeti¢des de 100 sementes cada, examinadas quanto a
presenga de ovo, larva, lagarta, pupa, inseto adulto ou orificio provocado por este. O exame das
sementes foi feito individualmente, com secgdo longitudinal. Para facilitar a execugio dos cortes,
as sementes foram imersas em dgua pelo periodo de 24 horas, segundo Regras para Anélise de
Sementes (Brasil, 1992).

- Teste de sanidade

O teste de sanidade foi conduzido pelo método do papel de filtro com congelamento,
conforme metodologia descrita por Neergaard (1977).

Oito repeti¢des de 25 sementes por amostra, foram acondicionadas em caixa gerbox
contendo 2 folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e umedecidas com dgua destilada. A

seguir, as caixas contendo as sementes foram incubadas em ambiente controlado, temperatura de
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20+2°C, em regime de alternancia de luz negra e escuro em ciclos de 12 horas. Apés as primeiras
24 horas de incubagdo, as sementes foram mantidas em freezer a temperatura de -18 a -20°C por
24 horas e posteriormente colocadas no ambiente de incubagdo até completar 7 dias, quando entfio
foram avaliadas. A identificagdo dos patdgenos foi efetuada com o auxilio de lupa esterioscopica,
de acordo com as caracteristicas morfolégicas de seu crescimento sobre as sementes e através de

laminas feitas do mesmo material e examinadas ao microscépio composto.

4.2.1.3. Qualidade fisiologica das sementes

- Teste padrido de germinag¢io

O teste de geminagdo foi realizado com quatro subamostras de 50 sementes para cada
uma das quatro repetigdes dos tratamentos, semeados em papel toalha no sistema rolo, umedecido
com agua na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. Os rolos contendo as sementes foram
mantidos em germinador regulado a temperatura constante de 25°C. As avaliagdes foram feitas

seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras para Anilise de Sementes (Brasil, 1992).

- Primeira contagem de germinacio

A primeira contagem de germinag&o foi efetuada aos 4 dias ap6s semeadura, computando-

se as plantulas normais conforme metodologia descrita por Popinigis (1985).

- Teste de envelhecimento artificial

Com quatro subamostras de 50 sementes, para cada uma das quatro repeti¢des dos
tratamentos, o teste de envelhecimento artificial foi instalado pelo o método do gerbox adaptado,
descrito por Tao (1980) a temperatura de 42°C em estufa incubadora por 96h. Apods esse periodo
foi efetuado o teste de germinagdo como descrito anteriormente, com contagens de plantulas

normais aos 7 dias apés semeadura.
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- Teste de frio

O teste de frio foi conduzido com quatro repeticdes de 100 sementes de cada tratamento e
instalado em caixas plésticas (60x30x10cm) contendo uma mistura de areia e solo proveniente de
area cultivada com milho, nas proporgdes respectivas, em peso, 2:1. Foi adicionada agua até que
fosse atingida 60% da capacidade de campo de substrato.

As caixas contendo as sementes permaneceram em cdmara fria (10°C) por sete dias e,
posteriormente, foram mantidas em camara de crescimento & temperatura de 25°C por sete dias,

quando foi avaliada o percentual de plantulas imersas.

- Teste de tetrazolio

Para a realizago deste teste foram utilizadas 8 repetigdes de 25 sementes, por tratamento,
pré condicionadas em dgua por 16 horas & temperatura de 25°C. Apés este periodo, as sementes
foram seccionadas longitudinalmente com auxilio de uma ldmina e imersas em solugdo de cloreto
2,3,5, trifenil tetrazélio a 0,1%. As sementes permaneceram submersas nesta solugdo por um
periodo de 4 horas 4 uma temperatura de 25°C em ambiente escuro, quando entdo foram lavadas
em agua corrente e submetidas a avaliagio.

Para a avaliagdo das sementes seguiu-se a metodologia descrita por Kryzanowski (1991),
onde foi feita a classificagdo das sementes pelo sistema de notas de 1 a 8. Na categoria de 1 a 3
computaram-se as sementes vigorosas, de 1 a 5 foram enquadradas as sementes vidveis e nas

classes 6 a 8 as sementes mortas. Os resultados do teste foram €Xpressos em porcentagem.

- Teste de condutividade elétrica

O teste foi efetuado com 25 sementes escolhidas com auxilio de 1 lupa (10x)
aparentemente isentas de danos mecanicos, e posteriormente pesadas com precisdo de 0,01g. A
seguir as sementes foram, colocadas em copos plasticos contendo 75ml de 4gua deionizada.
Permanecendo em embebigdo 4 temperatura constante de 25°C. Decorridas 24 horas, foi efetuada
a leitura de condutividade elétrica da solugo, utilizando condutivimetro marca Digimed modelo

CD 21A. Os resultados obtidos foram expressos em micro-mhos por grama.
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- Indice de velocidade de emergéncia

A determinagdo do indice de velocidade de emergéncia foi efetuada em canteiros,
contendo uma mistura de areia+terra na proporg¢do de 1:1; previamente desinfestada com brometo
de metila. Utilizou-se 4 repeti¢des de 50 sementes/amostras semeadas manualmente, em linhas de
um metro de comprimento, & profundidade de 3 cm. No decorrer do teste foram realizadas regas
diarias. A velocidade de emergéncia foi determinada anotando-se o niimero de plantulas com mais
de 2 cm de comprimento emergidas a cada dia a partir da data de inicio da emergéncia até a
completa estabilizagdo do estande. O indice de velocidade de emergéncia foi estabelecido segundo
critérios de Maguirre (1962).

- Emergéncia em canteiro

O teste de emergéncia em canteiro foi conduzido conjuntamente com o indice de
velocidade de emergéncia, com contagem tunica, das plantulas emergidas, aos 21 dias apds

semeadura conforme recomendagdes de Popinigis (1985).

4.2.1.3.1. Analise eletroforética

Foram efetuadas anilises eletroforéticas de proteinas e isoenzimas das sementes e dos
- fungos de maior incidéncia nas sementes. Para anilise eletroforética de proteinas e isoenzimas
foram utilizadas amostras de 100 sementes liofilizadas e trituradas a frio em moinho refrigerado. O
po obtido foi armazenado em freezer a -18°C.
.. Os fungos presentes nas sementes (4spergillus flavus, Penicillium spp, Fusarium
moniliforme), detectados pelo “blotter test”, foram isolados em meio BDA e mantidos por 7 dias
sob regime de alternancia de luz e escuro em ciclos de 12 horas a temperatura de 20+ 2°C. Apos
este periodo, um disco do meio com o micélio do fungo foi transferido para meio liquido sob
agitagdo ( Millis et al., 1992). Foram efetuadas as curvas de crescimento dos fungos segundo
descri¢do de Alfenas et al. (1991).

Apos o periodo de incubagdo o micélio foi coletado a vicuo, liofilizado e macerado em

nitrogénio liquido. O p6 micélial obtido foi armazenado em freezer a -18°C.
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Para a avaliagdo das fragGes de extragdo de proteina foram utilizadas sementes,
submetidas a diferentes tempos de envelhecimento artificial e cultura axénica dos fungos. Para

extragdo de proteina foram testados os seguintes métodos de fracionamento:

= Extragdo de proteina total

Foram utilizados 50mg do pé da semente moida no qual foi adicionado 950yl do tampéo
de extragdo (62,5mM Tris, 2,3% SDS, 5% Pmercaptoetanol e pH 6,8) e 50ul de p mercaptoetanol
em tubo eppendorf. Em seguida os tubos foram agitados em Vortex de 10 em 10 minutos por 1

hora a temperatura ambiente, centrifugados a 6000xg por 10 minutos e recolhido o sobrenadante.

= Extragdo de proteina soltvel

Foram utilizadas 200mg do p6é da semente moida e 1000ul de tampdo de
extragdo(100mM Hepes e pH 7,0) em tubo eppendorf. Os tubos de reagio foram incubados em
gelo por 20 minutos sob constante agitagdo. Em seguida foram centrifugados a 14000xg a 4°C
por 10 minutos. Recolheu-se o sobrenadante e a este foi adicionado um volume igual de tampao

Tris (50mMTris, 2% SDS, 10% glicerol, 5% Pme e pH 6,8) duas vezes concentrado.

= Extragdo da proteina do "pellet" (armazenamento)

Ao "pellet” da reagdo de extragdo de proteina solivel adicionou-se 1000l de tampdo de
extracdo Tris (1X). As amostras foram fervidas por 5 minutos, centrifugadas a 14000xg a 4°C por
5 minutos e recolhidos os seus sobrenadantes.

A avaliagdo da extragdo da fracdo de proteina foi feita sob eletroforese SDS-PAGE a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). O sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi Tris-
glicina + SDS pH 8.9.

Foram colocados 30 pl de mistura tampéo da amostra (5ml de glicerol; 2,5ml de solugéo
tampdo do gel concentrador; 2,5 mg de azul de Bromofenol e completado o volume para 25 ml
com agua deionizada) + extrato de proteina em cada canaleta do gel. As corridas foram

desenvolvidas a 12 mA no gel concentrador e 24 mA no gel separador.
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Para estimativa dos pesos moleculares, foi aplicada em cada gel uma amostra do padrido
de proteinas, SIGMA M - 2789, com pesos moleculares variando de 14,2 a 205,0 KD («
Lactalbumina, leite bovino - 14,000; Inibidor de tripsina, soja - 20,100; Anidrase carbonica,
eritrocito bovino - 29,000; Albumina, ovo - 45,000; Soro albumina, bovino - 66,000; Fosforilase
b, misculo de coelho - 97,400; B Galactosidase, Escherichia coli - 116,000; Miosina, musculo de
coelho - 205,000).

Apds a corrida, os géis foram corados em solugdo Coomassie Brilhant Blue a 0,05%
conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas, e descorados em solugdo de etanol 5%, acido
acético 10% e agua 85%.

Na anilise isoenzimatica, a extra¢do foi efetuada adicionando a 100 mg do pé da semente
‘e ou ao p6é micélial 200p1 do tampéo de extragio (0,2M Tris, 0,1% B mercaptoetanol, 0,4% PVP,
' 0,4% PEG, ImM EDTA). O homogeneizado foi incubado em gelo por 24 horas e centrifugado a
" 14000 xg a 4°C por 60 minutos. Posteriormente 20l do sobrenadante de cada tratamento foram
aplicados nos géis de poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel separador). As
corridas foram desenvolvidas a 12 mA no gel concentrador e 24 mA no gel separador. Apds as
corridas os géis foram revelados para os sistemas isoenzimaticos: dlcool desidrogenase (ADH),
glutamato desidrogenase (GDH), malato desidrogenase (MDH), sorbitol desidrogenase (SDH),
glutamato oxalacetato transminase (GOT), esterase (EST), fosfatase 4cida (ACP) e peroxidase
(PO), 'de acordo com metodologia descrita por Alfenas et al.(1991) em fun¢do das suas

participagdes nos processos de deteriora¢dio das sementes.
4.2.2. Procedimento Estatistico

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x4) com 4

repeti¢des, com excegdo da determinagdo do grau de umidade, onde foram utilizadas 2 repeticdes.

Os dados percentuais foram transformados em arc. sen /x /100, sendo realizada analise
de variancia para todos os pardmetros analisados, menos para anélise eletroforética.

Para comparagdo entre médias dos hibridos dentro dos tempos de envelhecimento, foi
utilizado o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para comparagdo do efeito dos tempos de

envelhecimento sobre os hibridos foi empregado o estudo de regressdo polinomial.



4.3 Resultados e Discussio

O resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos nas avaliagdes da qualidade fisiol6gica
de sementes de milho (Tabela 1A e 2A) revelou efeitos significativos de cultivares, a excegdo dos
parametros indice de velocidade de emergéncia, teste de frio, tetrazolio potencial de germinagéo e
Aspergillus flavus. As avaliagdes efetuadas pelo teste de frio e dano mecanico ndo detectaram
efeito significativo para o fator tempo de envelhecimento e em relagio a interagdo cultivares x
tempo de envelhecimento; apenas os testes condutividade elétrica e primeira contagem de
germinagdo mostraram efeitos significativos.

Os testes determinantes da qualidade fisiolégica, com excegdo de tetrazélio viabilidade,
indice de velocidade de emergéncia e teste de frio, detectaram ser o lote da cultivar C-901 de
qualidade estatisticamente superior em relagdo ao lote da cultivar AG-122 (Tabela 1).

Pode ser observada ainda pelos testes uma diminuig¢io significativa (Tabela 4) através do
uso do intervalo de confianga da viabilidade das sementes com o aumento do tempo de
envelhecimento (Figuras 1 a 4), sendo consideradas de qualidade superior as sementes nio
envelhecidas, seguidas pelas sementes envelhecidas por 48, 96 e 144 horas, respectivamente. Este
resultado permite concluir que os tempos de envelhecimento foram suficientes para obtengdo de

lotes de diferentes niveis de qualidade.



TABELA 1 - Valores médios obtidos da avaliagdo de diferentes testes da qualidade fisiologica de sementes de milho de duas cultivares,
submetidas a diferentes tempos de envelhecimento artificial. UFLA, Lavras - MG, 1995.

TESTES
CULTIVARES  Germinagio Emergéncia  Envelhecimento Teste de Tetrazolio Tetrazolio Velocidade
Padrio(%)  Canteiro(%) Acelerado(%) Frio(%) Vigor(%)  Germinagiio(%)  Emergéncia
C-901 76.3 a 749 a 29.0a 51.5a 644 a 71.6a 3.32a
AG-122 64.8 b 68.1b 179b 36.8 b 554b 67.2 a 3.11a
Coef. de Variagdo 5.45 5.88 14.95 10.40 8.96 7.65 9.97

Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra néio diferiram entre si, pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade

LE



38

Para o grau de umidade antes do envelhecimento artificial, ndo houve diferenga
significativa pelo teste F entre as cultivares utilizadas (Tabela 1). Marcos Filho, Cicero e Silva
(1987) ressaltam a importincia de que, pﬁra se obter em resultados confidveis neste teste, é
necessdria a uniformizagdo do grau de umidade das sementes antes do inicio deste, uma vez que,
quanto mais umidas estiverem, maiores serdo os efeitos deletérios deste envelhecimento.

Quanto ao dano mecanico, a cultivar C-901 apresentou uma maior incidéncia quando
comparada com a cultivar AG-122 (Tabela 2). Apesar dos danos mecanicos contribuirem para a
reducdo de viabilidade de sementes (Bewley e Black, 1985), a maior incidéncia destes na cultivar
C-901 ndo implicou em sua menor viabilidade, quando comparada com a cultivar AG-122, como
mostra a Tabela 1. Isto pode ser explicado, uma vez que o efeito do dano pode ser afetado pela
sua localizagdo e intensidade (Carvalho et al., 1994; Branddo Jr et al., 1995), parametros estes nio
considerados na avaliagdo efetuada neste trabalho.

Os resultados obtidos para qualidade sanitaria revelam a maior incidéncia nas sementes de
trés espécies de fungos: Aspergillus flavus, Penicillium spp, Fusarium moliniforme.

As cultivares estudadas ndo diferiram entre si , pelo teste F, quanto a incidéncia de
Aspergillus flavus e apresentaram diferenca significativa quanto a Penicillium spp e Fusarium
moniliforme (Tabela 2A ), sendo que a cultivar C-901 teve uma maior média de incidéncia de
Penicillium spp, enquanto a cultivar AG-122 apresentou uma maior incidéncia de Fusarium
moniliforme (Tabela 2).

Tanto as espécies de Aspergillus spp como as de Penicillium spp exercem um importante
papel no processo deteriorativo, durante o armazenamento de sementes (Neergaard, 1977;
Berjak,1987; Moreno-Martinez et al., 1994 ), causando redugdes parciais e/ou totais da

viabilidade, descoloragdo, apodrecimento e aquecimento da massa de sementes, com consequente
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aumento da taxa de respiragdo e com isso um aumento da velocidade de deterioragdo. (Machado,
1988; Wetzel, 1987). Ja o Fusarium moniliforme é um patégeno de campo, transmitido pela
semente (Machado, 1988) e pode causar podriddo desta antes da germinagdo, ou morte prematura
de plantulas (Barton, 1985; Von Pinho, 1991; Carvalho, 1992).

Com o envelhecimento das sementes, foi observado pela Figura 6 um aumento da
incidéncia de Aspergillus flavus e uma diminui¢do da de Penicillium spp e Fusarium moniliforme,
independente da cultivar utilizada ( Tabela 2A ). Isto pode ser explicado pelas condigdes de alta
temperatura e umidade a que foram submetidas as sementes durante o envelhecimento artificial,
favorecendo o desenvolvimento do Aspergillus flavus.

Quanto 4 infestagéo das sementes por pragas de armazenamento, pode ser observado pela
Tabela 2 que apesar das duas cultivares diferirem entre si, pelo teste F quanto a incidéncia destes
insetos, as percentagens de ocorréncia foram extremamente baixas, com a cultivar C-901 nio

apresentando infestagdo e a AG-122 apresentando infestagdo média inferior a 0,5%.
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TABELA 2 - Valores médios obtidos na avaliagdo da qualidade fisica e sanitaria de sementes de
milho das cultivares AG-122 e C-901, submetidas a diferentes tempos de
envelhecimento artificial. UFLA, Lavras-MG, 1995.

CULTIVARES Dano Penicillium Fusarium Sementes
Mecanico(%) spp(%) moniliforme.(%)  Infestadas (%)
C-901 61.8a 46.6 a 26.6 b 0.0b
AG-122 41.8b 319b 36.7a 04a
CV (%) 4.95 21,797 20.74 80.00

Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo deferiram entre si, pelo teste F, ao nivel
de 5% de probabilidade.

TABELA 3 - Efeito dos diferentes tempos de envelhecimento artificial, sobre a qualidade
fisiolégica de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901. UFLA, Lavras -

MG, 1995.
TESTES
HORAS CULTIVARES Primeira Condutividade
contagem(%) elétrica(umhos/g)

0 C-901 98.1a 16.00 a
AG-122 94.6 b 11.75a

48 C-901 92.7a 15.75a
AG-122 90.6 a 12.25a

96 C-901 39.5a 21.50b
AG-122 27120 30.25a

144 C-901 244 a 31.25b
AG-122 114b 46.00 a

Coef. de variacdo(%) 4.64 15.18

Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade



TABELA 4 - Intervalo de confianga de 95% para valor predito dentro de cada teste da qualidade fisiolégica, nos diferentes tempos de

envelhecimento. UFLA, Lavras - MG, 1995.

TESTES
Horas Germinagdo Tetrazolio Envelhecimento Teste de Tetrazolio Emergéncia em
Padriio(%) Germinagdo(%)  Acelerado(%) Frio(%) Vigor(%) Canteiro (%)
0 99.8 [98.8;99.9] 99.8[99.0;99.8] 56.9 [47.3;65.4] 78.4 [72.1; 84.2] 99.4 [97.0;100.0] 99.5 [96.3; 99.8]
48 85.1[81.9;88.1] 84.3[79.7;88.5] 33.6[28.1;39.4] 60.8 [55.2; 62.2] 78.5[73.0; 83.4] 87.7[81.2;93.0]
96 53.8[49.4;58.1] 52.1[46.0;58.1] 14.3[10.3;18.7] 34.7[29.4;40.1] 39.9 [33.7; 46.1] 58.0 [49.0; 66.8]
144 20.6 [15.5;26.2] 18.8[12.2;26.5] 2.4 0.4; 6.0] 8.4[4.8; 129]  7.6[ 3.3; 13.4] 19.4[11.0;29.7]
TESTES
Horas Velocidade de Primeira Contagem de Germinag#io (%) Condutividade Elétrica (umhos/g)
Emergéncia(indice)
AG-122 C-901 AG-122 C-901
0 5.3[4.6;5.9] 94.6 [90.1; 97.8] 98.1 [95.1; 99.7] 108[ 3.7:17.8] 159 8.8;22.9]
48 4.3 [3.8; 4.8] 90.6 [86.4; 94.1] 92.7 [89.0; 95.7] 152 9.8;20.6] 16.0[10.6; 21.4]
96 2.7[2.2:3.2] 27.2 [21.6; 33.3] 39.5 [33.2; 46.0] 2713 [21.9; 32.7] 21.2 [15.8;26.6]
144 0.6 [0.0; 1.3] 11.4[ 6.5;17.5] 24.4 [17.4; 32.2] 47.0 [39.9; 54.0] 31.4 [24.4; 38.5]

184
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FIGURAS 1. Efeito do tempo de envelhecimento sobre a germinacdo de sementes de milho das
cultivares AG-122 e C-901, detectada pelo teste de primeira contagem. UFLA,
Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 2. Efeito do envelhecimento artificial sobre a viabilidade de sementes de milho
detectada pelos testes padrdo de germinagdo (TPG), tetrazlio potencial de
germinacdo (TZ - PG) e emergéncia em canteiro (Emergéncia). UFLA, Lavras - MG,
1995.
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FIGURA 3. Efeito do tempo de envelhecimento sobre o vigor de sementes de milho avaliadas
através dos testes de tetrazlio vigor (TZ - VIGOR) teste de frio (TF) e
envelhecimento acelerado (EA). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 4. Efeito do tempo de envelhecimento sobre o indice de velocidade de emergéncia de
sementes de milho. UFLA, Lavras - MG, 1995.



50 -

45 — ¥,=15,9000-0,04896X + 0,00109X? r*=0.9987

Umhos/g

T Y,=10,7625+0,01328X +0,00165X* r*=0.9758

5 —
0 .
0 48 96 144
HORAS

— X— -C -901 —_—a—AG - 122

FIGURA S. Efeito dos diferentes tempos de envelhecimento artificial sobre a condutividade
elétrica de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901. UFLA, Lavras - MG,

1995.
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FIGURA 6. Efeito do tempo de envelhecimento na recuperagéo de microorganismos pelo “blotter
test” em sementes de milho. UFLA, Lavras - MG, 1995.
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4.2.1.3.1 Analises Eletroforéticas

- Proteinas

Os resultados da analise de variancia (Tabela 5) para a quantificagdo de proteina pelo
método Bradford, (1976) ndo demonstraram significancia para nenhum dos 3 métodos de extragdo
utilizados. ( Tris, Hepes sobrenadante, Hepes "pellet").

Os perfis eletroforéticos das proteinas totais (Tris), soliveis (Hepes sobrenadante) e de
armazenamento (Hepes “pellet”) de Aspergillus flavus, Penicillium spp, Fusarirum moniliforme e
sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901, submetidas aos periodos de 0, 48, 96 e 144
horas de envelhecimento estdo apresentados nas Figuras 7, 8, 9, respectivamente.

Para as trés metodologias de extragdo foi verificada uma diminuicio no nimero e na
intensidade de bandas com o aumento do tempo de envelhecimento, sendo estas alteragdes mais
intensas a partir de 96 horas de envelhecimento. Estes resultados confirmam os verificados por
Bilia (1992), que observou através de andlise eletroforética uma diminuicdo da intensidade de
coloragdo de bandas de proteinas totais do endosperma de sementes de milho, durante o
armazenamento, com alteragdes verificadas preferencialmente na expressio de proteinas de peso
molecular similar a 43 KD (ovoalbumina). Vale ressaltar que as maiores mudangas ocorreram nas
proteinas soliveis, ao passo que nas proteinas de armazenamento houve apenas diminuicio na
intensidade de bandas, o que vai de encontro aos resultados de Chauhan, Gopinathan e Babu
(1985), os quais observaram em sementes secas de soja e cevada desaparecimento de bandas de
alto peso molecular e aparecimento de bandas de menor peso molecular, em fung4o, segundo os

autores, da agdo de fungos de armazenamento.
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No método Hepes “pellet” (Figura 9) pode ser observada a presenca de bandas relativas a
proteinas de reservas e de carater enzimdtico. As bandas de proteina de reserva sofreram
alteragdes apenas na sua intensidade com o aumento do tempo de envelhecimento, e consequente
diminui¢do da viabilidade das sementes (Figuras 1 a 4). Este resultado confirma a afirmativa de
Come (1983), na qual ndo parece ser possivel atribuir a redugéo de viabilidade a degradagido ou

exaustdo de reservas de sementes.

TABELA 5 - Resumo das andlises de variancias dos dados obtidos da quantificagdo de proteinas
extraidas pelos diferentes métodos (Tris, Sobrenadante e “Pellet™) das sementes das

cultivares AG - 122 e C - 901, submetidas aos diferentes tempos de envelhecimento.

UFLA, Lavras - MG, 1995.

CAUSAS QUADRADOS MEDIOS
DA PROTEINA (mg/ul)

VARIACAO GL Tris Sobrenadante “Pellet”
Cultivar 1 0.015460 0.403005 0.405599
Tempo 3 0.147078 0.358193 0.110366

Cul. x Tem. 3 0.163997 0.159570 0.271456
Residuo 16 0.159899 0.289191 0.246304

Meédia Geral 5.1587 2.1337 3.6083

Coef, de Variacio (%) 7.751 25.203 13.754

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significancia ao nivel de 1% de probalidade.
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A verificagdo de que as alteragdes ocorrem nas bandas relativas as proteinas soliveis
reforcam o trabalho de Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), os quais observaram um
decréscimo de 50% no contetido de proteina soliivel em 4gua, em sementes de milho envelhecidas

artificialmente por 96 horas.

- Isoenzimas

Os perfis isoenzimaticos de A. flavus, Penicillium spp, Fusarium moniliforme e de
sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901, submetidas aos periodos de 0, 48, 96 e 144
horas de envelhecimento, revelaram (Figura 10 a 17) para a 4lcool desidrogenase (ADH),
glutamato desidrogenase (GDH), malato desidrogenase (MDH), sorbitol desidrogenase (SDH) e
peroxidase (PO), uma diminui¢do do niimero e/ou da intensidade das bandas com o aumento do
tempo de envelhecimento artificial. J4 os zimogramas do grupo das hidrolases apresentaram um
aumento do numero de bandas e a diminuicdo da intensidade de uma dessas bandas para a
esterase, enquanto a fosfatase 4cida sé apresentou atividade de banda a partir do tempo de 96
horas de envelhecimento.

Destas enzimas, apenas a esterase, fosfatase 4cida, peroxidase e malato desidrogenase
apresentaram atividade para os fungos Aspegillus flavus, Penicillium spp e Fusarium
moniliforme, sendo que a fosfatase ndo mostrou atividade para Fusarium e a peroxidase ndo
apresentou atividade para Aspergillus.

Em relag¢d@o aos resultados obtidos de qualidade fisioldgica todos os testes detectaram uma

perda da viabilidade das sementes com o aumento do tempo de envelhecimento. Alguns autores
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correlacionaram alteragdes nos padrdes eletroforéticos dessas isoenzimas com a viabilidade de
semente. (Chauhan, Gopinathan e Babu, 1995; Bilia, 1992; Vieira, 1996).
No presente estudo foi verificada uma diminuigio da intc;nsidade de banda da alcool /
desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1.) (Figura 10) com 0 aumento do tempo de envelhecimento. Estes
- resultados estdo de acordo com os dbtidos por Throneberry e Smith (1955), que observaram uma
| correlagdo positiva entre viabilidade de sementes de milho e atividade de alcool desidrogenase. /
A dlcool desidrogenase atua no metabolismo anaerdbico de plantas, reduzindo o i
|

acetaldeido a etaf;ol (Vantoai, Fausey e McDonald Jr, 1987). Em estudos de efeitos de volteis

endégenos no processo de deterioragdo de sementes Zhang et al. (1994) ve@cmm que o

acetaldeido pode ser um importante fator que'acelera a deterioracdo de sementes ind‘e;‘);ngeﬁte“éé/% :’xif

ambiente de armazenamento, enquanto o etanol causa deterioragio somente em umidades felatil\_rasz |

altas. Com a diminuicsio da atividade de 4lcool desidrogenase a semente fica mais suscclep\ftz:el a

agdo deletéria do acetaldeido Jmﬁ@do com isto a perda da sua viabilidade. /
A glutamato desidrogenase (GDH-EC 1.4.1.3) (Figura 11) apresentou uma diminui¢iio da

intensidade de banda com o aumento do envelhecimento nas sementes da cultivar C-901 e perda

da atividade a partir de 96 horas de envelhecimento na cultivar AG 122. Satters et al. (1994)

obtiveram resultados semelhantes com sementes de soja que apresentaram uma redugéo de 17%

na atividade da GDH ap6s 48 horas de envelhecimento e quase perda total da atividade apos 96

| horas. Verificaram ainda os autores uma recuperagio da atividade desta enzima em tratamento de

- embebicdo para sementes envelhecidas por 48 horas, mas nfo para as envelhecidas por 96 horas.

A Glutamato desidrogenase estd presente apenas na mitocondria, em cuja matriz

mitocondrial ela se localiza, sendo uma enzima alostérica, complexa, catalisando a deaminagfio

oxidativa do glutamato, formando aménia e a cetoglutarato. A amdnia pode ser recuperada e
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reutilizada na sintese dos aminodcidos. Embora ambos os substratos sejam catalisados pela mesma
enzima, o uso de duas coenzimas (NAD e NADPH) diferentes, pela glutamato desidrogenase,
possibilita a regulagdo independente da deaminagdo do glutamato e da aminacdo do o
cetoglutarato (Lehninger, 1992).

Desde que esta enzima atua na oxidagdo de aminoacidos (proteinas de reserva),
fornecendo energia para as células (ciclo de Krebs) e/ou na redugio do a cetoglutarato para
sintese de aminodcidos, pode ela ter um importante papel na germinacio de sementes fornecendo
energia para o processo, ou aminoacidos para o desenvolvimento do embrido. A correlagdo entre
redugdo da atividade da glutamato desidrogenase, (Figura 11) e a perda da qualidade fisiolégica
das sementes detectados pelos demais testes (Figura 1 a 5), vém fortalecer essa hipotese. Vale
ressaltar, no entanto, que as mudangas em atividade dessa enzima sé ocorreram quando as
sementes apresentavam uma taxa de germinagdo em torno de 50%.

Outra desidrogenase estudada foi a sorbitol (Figura 12), que é uma enzima oxiredutora que
catalisa a reagdo de remogdo de termos de hidrogénio do monossacarideo sorbitol possibilitando a
degradacdo deste monossacarideo e obtengdo de energia para célula. A exemplo dos resultados
obtidos por Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), verificou-se um decréscimo gradual na
atividade dessa enzima nas sementes de milho com o aumento do tempo de envelhecimento, sendo
que, para a cultivar AG-122, esse decréscimo ocorreu a partir de 48 horas de envelhecimento,
enquanto que, para C-901, a partir de 96 horas. Os autores afirmam que a perda de atividade de
desidrogenase em sementes envelhecidas pode estar associada com seus niveis baixos de produgdo
da ATP e uma taxa reduzida de ATP e GTP dependente da sintese de proteina.

Quanto a malato desidrogenase, os resultados deste trabalho (Figura 13) mostraram

presenca da banda MDH, para as duas cultivares, apenas para sementes envelhecidas
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artificialmente pelo periodo de 144 horas. Para as outras isoenzimas da malato desidrogenase os
padrdes permaneceram praticamente inalterados. Satters et al. (1994), em estudos com sementes
de soja, observaram que a atividade da isoenzima malato desidrogenase foi a menos afetada pelos
tratamentos de envelhecimento.

A malato desidrogenase catalisa a reagdo de malato a oxaloacetato, tendo uma importante
fung&o dentro do ciclo de Krebs, além de participar do movimento de malato através da membrana
mitocondrial e fixagdo do CO; nas plantas.

Para glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT-EC 2.6.1.1.) a GOT; diminuiu a
intensidade de coloragdo da banda para a cultivar AG-122 (Figura 14), a partir de 144 horas de
envelhecimento artificial, e para a cultivar C-901, a partir de 96 horas. A GOT; para a cultivar
AG-122 diminuiu a intensidade do tempo zero para 96 horas, quando entdo perdeu atividade. Ja
para a cultivar C-901 a GOT;, perdeu uma banda do tempo zero para o tempo 48 horas a partir do
qual essa isoenzima perdeu totalmente atividade. Esses resultados detectaram pequenas perdas na
qualidade fisiolégica das sementes (quedas percentuais em torno de 10%) detectadas pelos demais
testes (Figura 1 a 5). Estes resultados diferiram dos obtidos por Chauhan, Gopinathan e Babu
(1985), que observaram em soja e cevada um incremento no nimero de bandas com o
envelhecimento das semt;ntes. Segundo os autores essas mudan¢as no nimero de bandas sdo
devido a um aumento na atividade metabélica com o processo de deterioragio. A glutamato
oxaloacetato transaminase participa da reagio especifica de transferéncia de aminogrupo de um
aminoécido ao 4cido o cetoglutarato para formar o acido glutimico e produzir o cetodcido, e
reage em diferentes velocidades, com aproximadamente todos os outros aminoacidos protéicos,
em uma reacdo reversivel. Essas reagdes ocorrem sobretudo no citoplasma e o 4cido glutimico, ao

qual a membrana mitocontrial é permedvel, entra na matriz, onde pode ser novamente
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transaminado ou ser desaminado pela glutamato desidrogenase. Esta €, portanto, uma enzima
importante no processo de degradagio e sintese de proteinas (Conn e Stumpf, 1980),
apresentando um importante papel na germinagio de sementes, 0 que vem confirmar os resultados
obtidos por este trabalho.

Pelo zimograma da esterase (EST-EC 3.1.1.1.1.) (Figura 15), em uma enzima envolvida
em reagdes de hidrélise de esteres, observa-se uma diminui¢do da intensidade de um grupo de
bandas e um aumento do mimero das demais bandas com o envelhecimento artificial. O
aparecimento de bandas com o envelhecimento da sementes provavelmente ocorreu pela agdo
deteriorativa de microorganismos uma vez que bandas caracteristicas de Penicillium spp e
Aspergillus flavus foram revelados para a cultivar AG-122 com 144 horas de envelhecimento
artificial. Bilia (1992) verificou em sementes de milho, com 8 meses de armazenamento, a
supressdo da atividade da esterase da posigdo Rs. Segundo a autora, tal fato pode ser explicado
pela inibicdo por compostos orgénicos e carbamatos da sintese de esterase da regifio Ry com a
- deterioragdo da semente. Satters et al., 1994, trabalhando com sementes de soja, observaram a
perda de 77% da atividade de duas esterases apos 48 h de envelhecimento e o aumento da
atividade total dessa enzima com o envelhecimento. Chauhan, Gopinathan e Babu (1985),
trabalhando com sementes de soja e cevada, verificaram que os padrdes de bandas de esterase nio
estavam uniformemente presentes nos diferentes tratamentos referente aos tempos de
envelhecimento artificial € que o nimero de bandas aumentou com o tempo de envelhecimento, e
que algumas bandas eram especificas para determinado estidio de envelhecimento. Estes
resultados demostram que os padrdes isoenzimiticos da esterase apresentam bandas

caracteristicas do processo de deterioragdo.
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Os padrSes isoenziméticos da peroxidase (PO-EC 1.1.1.1.7.) (Figura 16) variaram em
nimero e intensidade de bandas, havendo uma diminui¢do com o aumento do tempo de
envelhecimento das sementes nas duas cultivares. Estes resultados estio de acordo com os obtidos
por Nkang (1988) Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) e Jeng e Sung (1994), os quais
verificaram um aumento da peroxidagdo de lipidios com a evolugio da deterioragio de sementes.
Isto pode ser explicado pelo fato de a peroxidase ser uma enzima removedora de perdxido e a
perda de sua atividade podem tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O, e radicais livres
sobre é4cidos graxos insaturados de membrana, o que provoca a degeneragdio destas e o
comprometimento do vigor.

A fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2) (Figura 17) apresentou atividade a partir de 96 horas
de envelhecimento para as duas cultivares estudadas e um aumento na intensidade de banda no
tempo de 144 horas de envelhecimento. Estes resultados contradizem os obtidos com cevada
(Chauhan, Gopinathan e Babu, 1985), e soja (Jeng ¢ Sung, 1994; Chauhan, Gopinathan e Babu,
1985), nc}s quais a atividade da fosfatase 4cida decresceu com o aumento do envelhecimento e
estdo de acordo com os de Rajagopal ¢ Sen-Mandi (1992), que observaram alta atividade desta
enzima em embrifes de sementes de arroz envelhecidas artificialmente quando comparada com
embriSes de sementes envelhecidas naturalmente e nio envelhecidas.

Trabalhando com sementes de milho, Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) obtiveram
fesultados conflitantes em relagdo ao aumento de peroxidagio de lipideos e diminuigiio de
atividade da enzima fosfase icida. Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), Nkang (1988), Lin
(1988), Jeng e Sung (1994) relatam um aumento da peroxidagéo de lipidios com o envelhecimento

da semente ¢ uma vez que a fosfatase 4cida atua na peroxidagio de lipidios, os resultados
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verificados por esses autores reforgaram os obtidos por este trabalho, podendo o aumento da

peroxidag@o de lipidios ser explicado por um aumento da atividade da fosfatase 4cida.
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FIGURA 7. Padrdes eletroforéticos de proteinas sollveis de Aspergillus flavus
(A), Penicillium spp (P), Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das
cultivares AG-122 e C-901,submetidas a diferentes periodo de envelhecimento
artificial. UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 8. Padrdes eletroforéticos de proteinas de reserva de Aspergillus flavus
(A), Penicillium spp (P), Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das
cultivares AG-122 e C-901,submetidas a diferentes periodo de envelhecimento
artificial. UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 9. Padrdes eletroforéticos de proteinas totais de Aspergillus flavus (A),
Penicillium spp (P), Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares
AG-122 e C-901,submetidas a diferentes periodo de envelhecimento artificial.
UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 10. Padrdes isoenzimaticos de Asperygillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
alcool desidrogenase (ADH). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 11. Padrdes isoenzimaticos de Asperyillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
glutamato desidrogenase (GDH). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 12. Padrdes isoenzimaticos de Aspergillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
sorbitol desidrogenase (SDH). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 13. Padrdes isoenzimaticos de Asperyillus flavus (A), Penicillium spp (P),

Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901

submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
malato desidrogenase (MDH). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 14. PadrGes isoenzimaticos de Asperygillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
glutamato-oxalacetato transaminase (GOT). UFLA, Lavras.- MG, 1995.
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FIGURA 15. Padrdes isoenzimaticos de Aspergillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
esterase (EST). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 16. Padrdes isoenzimaticos de Aspergillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusanum moniliforme (F) e de sementes de milho das cuitivares AG-122 e C-801
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
peroxidase (PO). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 17. Padrdes isoenzimaticos de Asperyillus flavus (A), Penicillium spp (P),
Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901
submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artifical, reveladas para
fosfatase acida (ACP). UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 18. Zimogramas de isoenzimas de Aspergillus flavus (A), Penicillium spp (P),

Fusarium moniliforme (F) e de sementes de milho das cultivares AG-122 e C-901,

submetidas a diferentes periodos de envelhecimento artificial. UFLA, Lavras-MG, 1995.
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4.4 CONCLUSOES

- Variagdes eletroforéticas de proteinas e isoenzimas estdo associadas ao processo
deteriorativo de sementes de milho.

- O extrator de proteinas soliveis Hepes, proporciona melhor resolugio na avaliagio do
nivel de deterioragdo de sementes de milho.

- As enzimas, glutamato-oxaloacetato tra.nsamin‘ase e sorbitol desidrogenase, podem ser
considerados promissores marcadores bioquimicos para avaliagio de qualidade de sementes de

milho em estadios iniciais de deterioracdo.
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5 CAPITULO II

Viabilidade do Uso da Eletroforese na Avaliacio de Qualidade Fisiologica e

Sanitiria de Sementes de Milho Envelhecidas Artificialmente.



RESUMO

Brando Jr, Delacyr da Silva. Viabilidade da uso da eletroforese na avalia¢io de qualidade
fisioldgica e samitaria de sementes de milho envelhecidas artificialmente. Lavras-MG,
UFLA, 1996. 110p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia).

O objetivo deste trabalho, foi determinar variagGes nos padrdes eletroforéticos
de proteina isoenzimas de sementes de milho com diferentes niveis de deterioragdo fisiologica e
sanitdria. Para tanto, foram utilizados dois lotes de sementes das cultivares AG-122 e C-901,
onde as sementes de cada lote, foram divididas e submetidas aos tratamentos de desinfestagdo
superficial, tratamento com fungicida e nio tratada, para obtencdo de diferentes niveis de
associagdes patogeno-hospedeiro. Apds as sementes serem envelhecidas artificialmente em
mini-cimaras adaptadas, sob ambiente de 42°C e 100% UR, por periodos de zero, 24, 48 e 72
horas, foram submetidas a testes para determinagdo da qualidade fisiologica, fisica e sanitaria.

Para analise eletroforética de proteina e isoenzimas, foram utilizadas a fragdo de
extracdo de proteina solivel (Hepes sobrenadante) e os sistemas isoenzimaticos esterase
(EST), fosfatase acida (ACP), peroxidase (PO) e sorbitol desidrogenase (SDH), em fungdo de
suas participagdes no metabolismo da semente.

Os resultados obtidos revelaram os sistemas enzimaticos, fosfatase acida e
peroxidase podem atuar como marcadores bioquimicos para a avaliagdo da deterioragdo de
sementes de milho enquanto que a enzima sorbitol desidrogenase possibilita a detec¢do de
estadios iniciais de deterioragdo. O uso de marcadores bioquimicos permite avaliar sensiveis
diferencas relacionadas a agdo de microorganismos associados ao processo de deterioragdo de

sementes de milho.



ABSTRACT

Viability of The Use Electrophoresis Use In The Evaluation of Physiological
And Healt Quality of Artificially Aged Corn Seeds.

The goal of this work was to establish variations in the electrophoretical patterns of protein
isoenzymes of comn seeds with different levels of physiological and microbiologycol deterioration.
Two lots of seeds of the cultivars AG-122 and C-901 were utilized; the seeds from each lot, were
divided and submitted to fee-treotmente with hypochlocite, fungicide treatment and untreated, for
obtaining different levels of pathogen-host association. Following the seed artificially ageing in
adaptemini-chamber under, conditions of 42°C and 100% RU, for periods of 0, 24, 48 and 72
hours, the seeds were submitted to tests for determining physiological, physical and neolth quality.

For the electrophoretical analysis of proteins and isoenzymes, the fraction of soluble
protein extraction (supernadant Hepes) and the systems sterase isoenzymatics (EST), acid
phosphatase (ACP), peroxidase (PO) and desidrogenase sorbitol (SD H), were utilized.

The results obtained revealed that the enzimatic systems, acid phosphatase and peroxidase
may act as biochemical markers for evaluation of the deterioration of corn seeds whereas the
enzyme sorbitol desidrogenase enables the detection of early steps of deterioration. The use of
biochemical markers allows to evaluate swall differences related to the action of microorganisms

associated with the process of deterioration of corn seeds.



5.1 INTRODUCAO

Durante a evolugdio do processo deteriorativo de sementes de milho, podem ocorrer
alteragdes das suas atividades metabolicas, com reflexos em seus padrdes eletroforéticos de
proteinas e isoenzimas.

As principais transformagdes degenerativas nos processos bioquimicos geralmente
ocorrem antes que se verifique o declinio na capacidade de germinagio (Delouche e Baskin, 1973;
Matthews, 1981). A técnica eletroforética pode permitir a detecgiio de diferentes niveis de
deterioragdo de sementes, cuja manifestagio precede a queda do poder germinativo.

Apesar das mudancas deteriorativas ocorrerem independentes da associagio de
microorganismos com as sementes, a infecgdo destas por fungos aumenta consideravelmente o
nivel de deterioragdio da estrutura celular (Cherry e Skadsen, 1983). Assim, certas alteragdes nos
padrSes eletroforéticos, caracteristicas do processo deteriorativo, aparecem mais precocemente
em sementes infectadas do que nas no infectadas. Existem ainda modificagSes nestes padrdes,
caracten'sticps de processos deteriorativos por atividade fiingica (Cherry, 1978; Berjak, 1987).

O presente estudo foi desenvolvido visando determinar variages eletroforéticas de
proteinas e isoenzimas de sementes de milho com diferentes niveis de deterioragdo fisiolégica e



5.2 Material e Métodos

Os estudos foram conduzidos nos Laboratérios de Sanidade e Anilise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras (MG) no periodo de janeiro & maio de 1996.

As sementes utilizadas foram das cultivares AG-122 e C-901, provenientes dos mesmos
lotes do experimento anterior. Apés homogeneizagio, as sementes de cada lote foram divididas
em 3 porgdes de 10,0 kg e submetidas aos tratamentos de desinfestagio superficial com
hipoclorito de sédio a 1% por 30 segundos, tratamento com o fungicida thiabendazole (Tecto
600) na dose de 60g/100 kg de sementes e nfio tratadas, a fim de se verificar a influéncia da
presenca de patégenos nas mudancas dos padrdes eletroforéticos de semente de milho com
diferentes niveis de deterioraggo.

O processo deteriorativo foi simulado através do envelhecimento artificial das sementes
(42°C, 100% U.R.) pelo método do gerbox adaptado descrito por Tao (1980), pelos periodos de
tempo de zero, 24, 48 e 72 horas, para obtengdo de pequenas diferengas nos niveis de qualidade
dos tratamentos.

Para se conhecer o nivel de deterioragéio, as sementes, apos o envelhecimento artificial
foram submetidas aos testes para avaliagées da qualidade fisica (determinaggo do grau de umidade
e identificacio de sementes com injurias mecénicas), sanitaria (exame de sementes mfestadas e
teste de sanidade) e fisiologica (teste padrdo de germinagdio, primeira contagem de germinacdo,
teste de envelhecimento artificial, teste de frio, teste de tetrazolio, teste de condutividade elétrica,
indice de velocidade de emergéncia, emergéncia em canteiro e andlise eletroforética), conforme
metodologias descritas no item 4.2.1. Para anilise eletroforética foi adotada a metodologia de
extracio de protefna sohivel (Hepes sobrenadante) e os sistemas isoenzimaticos esterase (EST),
fosfatase icida (ACP), peroxidase (PO) e sorbitol desidrogenase (SDH).
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5.2.1. Procedimento Estatistico

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x3x4) com
4 repeti¢des. Os fatores estudados foram: duas cultivares (AG-122 e C-901), trés tratamentos de
sementes (sementes desinfestadas superficialmente com hipoclorito, sementes tratadas com

fungicida e sementes nfo tratadas) e quatro tempos de envelhecimentos (zero, 24, 48 e 72 horas).

Os dados percentuais foram transformados em arc. sen +/x/100 e submetidos a anélise
de varidncia para todos os pardmetros analisados.

Para comparag@o entre médias dos hibridos e médias dos tratamentos dentro dos tempos
de envelhecimento, foi utilizado o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para comparagdo do
efeito dos tempos de envelhecimento sobre os hibridos e sobre os tratamentos foi empregado o

estudo de regressdo polinomial.



5.3 Resultados e Discussio

Pelos quadros de andlise de varidncia (Tabela 4A, 5A e 6A), pode ser observada interagio
significativa entre cultivares x tratamentos x tempo de envelhecimento para todos os pardmetros
utilizados na avaliagdo da qualidade das sementes, com excegdo para indice de velocidade de
emergéncia e emergéncia em canteiro. Para esses dois pardmetros foram observados efeitos
significativos da interagfo cultivar x tempo, e tratamentos x tempo de envelhecimento.

No desdobramento tratamento x tempo de envelhecimento dentro da cultivar AG-122 s6
nio houve significincia para os pardmetros testes de frio (Tabela 4A) e dano mecédnico (Tabela
6A). Em relagdo a cultivar C-901 foi observado efeito significativo da interagiio tratamento x
tempo de envelhecimento para todos os pardmetros avaliados, com exce¢do para TPG, primeira
contagem, envelhecimento acelerado e condutividade elétrica.

Os testes para avaliagdo da qualidade fisiolégica mostraram, no geral (Figuras 19 a 31),
uma maior reducdo da viabilidade das sementes envelhecidas por 72 horas. As sementes da
cultivar AG-122, tratadas com fungicida, apresentaram menor perda de viabilidade com o aumento
do tempo de envelhecimento artificial, quando comparadas as sementes nio tratadas e
desinfestadas com hipoclorito.

Cabe ressaltar que para o teste de condutividade elétrica das sementes da cultivar AG-122

(Figura 31), pode ser observada uma diminuigio da condutividade para sementes envelhecidas
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pelo periodo de 24 horas, uma retomada préxima dos niveis iniciais da condutividade para as
sementes envelhecidas por 48 horas e um aumento substancial da condutividade elétrica para
sementes envelhecidas por 72 horas. Este resultado sugere que o envelhecimento pelo periodo de
24 horas possivelmente provocou um envigoramento das sementes; segundo Bewley e Black
(1985), a organizagdo molecular das membranas das sementes, apés embebicio, é estabilizada em
funcdo da relagio entre os componentes membranais e absorgio da 4gua. As sementes
envelhecidas por 24 horas tiveram provavelmente, seu sistema de membrana reorganizado, o que
justifica a menor liberagio de exudatos para a solugio.

Os demais testes de avaliagdo da qualidade fisioldgica mostraram uma tendéncia a
confirmar os resultados do teste de condutividade elétrica, 3 excegiio do teste de envelhecimento
acelerado que, para sementes da cultivar C-901 (Figura 19), apresentou uma redugio gradativa da
sua viabilidade com o aumento do envelhecimento, independente do tratamento aplicado. Para
cultivar AG-122 (Figura 22), a viabilidade da semente reduziu a razio de 14,15% cada 24 horas
de envelhecimento nas sementes desinfestadas superficialmente com hipoclorito, 7,28% para as
ndo tratadas e 4% para as sementes tratadas com fungicidas.

Os resultados dos padrdes isoenzimaticos da cultivar AG-122, parecem estar de acordo
com os resultados apresentados pelos demais testes determinantes da qualidade fisiologica das
sementes. A cultivar C-901 nio teve seus padrdes enzimaticos alterados nos tratamentos e tempos
de envelhecimento estudados, excegdio feita & enzima sorbitol desidrogenase, que apresentou
alteracdo no seu perfil enzimatico para as duas cultivares.

Pode ser observado pela Figura 46 que no tempo de 24 horas de envelhecimento, tempo
este em que ocorreu um provavel envigoramento das sementes da cultivar AG-122, apareceu no

zimograma da sorbitol desidrogenase uma nova banda, a qual foi perdendo atividade, de forma



74

diferencial, em fun¢io do tratamento a que foram submetidas as sementes, 2 medida que se
aumentou o periodo de envelhecimento. No caso especifico da cultivar C-901, em que ndo foi
detectado esse possivel envigoramento pelo teste de condutividade, também nio foi observado
aumento do mimero de bandas (Figura 47), aumento este que poderia caracterizar um
envigoramento da semente. Entretanto, pode ser observado no zimograma da sorbitol
desidrogenase para cultivar C-901, o desaparecimento de uma banda no tempo de 72 horas de
envelhecimento, nas sementes nfo tratadas, e uma diminuicio da intensidade para sementes
tratadas, sendo que, para sementes desinfestadas a intensidade das bandas era menor e estas ndo
sofreram alteracdio no seu perfil, provavelmente por j4 estarem em um estidio de deterioracéo
mais avangado, o que pode ser confirmado pelos resultados do teste de condutividade elétrica
(Tabela 6).

Para Marcos Filho (1994) a resposta das sementes ao envelhecimento artificial depende,
entre outros fatores do periodo em que estas ficam expostas a elevados teores de agua e altas
temperaturas.

Segundo este autor, 4 medida que ocorre a absor¢io de dgua o metabolismo da semente
pode ser alterado levando as sementes (desnaturagéo de proteinas - queda nos agucares redutores,
nas proteinas soliveis, nos teores de carboidratos totais, aumento do teor de acidos £raxos,
desestabilizacdo da atividade enzimatica) com a embebigio, e ocorrendo no interior da semente
diversas mudangas fisico-quimicas, como aumento da taxa respiratoria, formagio de enzimas,
crescimento e diferenciagfio de tecidos (Popinigis 1977).

O aumento da taxa respiratéria durante a deterioragio das sementes poderia afetar a
ativagdo de enzimas, como a sorbitol desidrogenase, a qual segundo Murray et al., 1994, é uma

enzima que pela via glicolitica esta intimamente relacionada a atividade respiratoria. Os resultados
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do experimento parecem confirmar essa hipdtese, j4 que houve alteragdes de bandas nos
zimogramas da sorbitol desidrogenase, dependendo do tempo de exposicdo e do tratamento
sanitario a que foram submetidas as sementes. Esta hipdtese pode ser reforcada pelos resultados
da atividade da fosfatase 4cida nos iltimos periodos de envelhecimento para a cultivar AG-122
(Figura 48) e nenhuma atividade para a cultivar C-901. A fosfatase 4cida ¢ uma hidrolase
envolvida em reagdes de esteres, que pode atuar sobre fosfolipideos de membrana, tendo como
consequéncia a peroxidacdo de lipidios (Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991). No presente
trabalho foi detectado um substancial aumento na condutividade elétrica do exsudato das sementes
com o envelhecimento artificial somente para a cultivar AG-122, o que indica existir uma provével
relagdo entre atividade dessa enzima com a degradagdo de membranas e consequente perda de
eletrdlitos pela semente. Roberts (1973) cita a preponderancia de enzimas hidroliticas, dentre elas
as fosfatases presentes nos lissossomos, em terem sua atividade incrementada com a perda de
viabilidade, o que levanta a possibilidade sugerida por estudos de ultraestrutura de Berjak (1987) e
Villiers (1973), os quais indicam que a ruptura de lissossomo pode estar envolvida com a perda de
viabilidade. Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), encontraram um significativo incremento no
total de acidos graxos livres para sementes deterioradas e, segundo os autores, isto pode ser
devido a atividade catalitica de enzimas estereoliticas.

Por outro lado, pelo fato de a fosfatase acida ter apresentado atividade para os fungos
envolvidos neste estudo Aspergillus e Penicillium (Figura 17) e ndo ter apresentado atividade para
a cultivar C-901 (Figura 49), ndo se sabe até que ponto essa peroxidagdo ocorre em fungdo da
atividade de enzimas do fungo ou das sementes, e até que ponto essa resposta diferencial entre
cultivares esta ligada ao sistema associagdo patdgeno-hospedeiro, permitindo ou impedindo o

avango do micélio do fungo (Pascholati, 1995; Amorim, 1995; Agrawal, 1988). Brandstrom
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(1974) e Zscheile (1974), citados por Cherry (1978), detectando diferengas no zimograma de
fosfatase acida de sementes infectadas por fungos. Reforgando a suposta resposta diferencial das
duas cultivares, no sistema associagdo patogeno-hospedeiro e peroxidagio de lipideos, pode ser
observado pelos zimogramas das Figuras 44 e 45, que a peroxidase, uma enzima
“scavenger”(Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991; Jeng e Sung, 1994), ou seja, removedora de
peroxido, perde atividade apds o envelhecimento das sementes da cultivar AG-122 por 72 horas
(Figura 44) e ndo apresenta atividade alterada para a cultivar C-901 (Figura 45). Isto sugere que,
quando o hospedeiro apresenta atividade para essa enzima, parece existir um sistema de defesa
(remoc@o de peroxidos) mais eficiente.

Provavelmente, essa variagdo de resposta para cultivares tenha sido devido a resposta
diferencial existente entre espécies e mesmo entre cultivares de uma mesma espécie, ao sistema
deteriorativo patdgeno-hospedeiro. Segundo Pascholati (1995), as substincias produzidas nas
células do hospedeiro, antes ou apds a infec¢do pelo patdgeno, constituem o principal fator para a
resisténcia na interagdo patdgeno-hospedeiro. Reforgando estes resultados, pode ser observada a
mesma tendéncia nos padrdes isoenzimaticos dos zimogramas da esterase (Figuras 42 e 43).
Apesar da esterase ser uma enzima envolvida em relagdo de hidrélise de esteres e desempenhar
papel chave no metabolismo de lipidios, ponto importante no processo deteriorativo de sementes,
parece que essa atividade estd bastante ligada a resposta diferencial patégeno/hospedeiro. Foi
observado que a cultivar AG-122 apresentou alteragdes no perfil isoenzimatico (Figura 42), ao
passo que a cultivar C-901 teve seu padrdo isoenzimatico inalterado (Figura 43). Pode ser
observado que para todos os tratamentos da cultivar AG-122, houve uma tendéncia de
desaparecimento de uma banda, no tempo de envelhecimento artificial por 72 horas. Esses

resultados se correlacionam positivamente com os encontrados pelos testes de condutividade
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elétrica e com os zimogramas apresentados pelas enzimas fosfatase acida (ACP) e sorbitol
desidrogenase (SDH), e negativamente com atividade de peroxidase (PO). Parece que este fato
esteja mais relacionado a agdo de Aspergillus nas sementes, que apresentou um aumento de sua
incidéncia nos diferentes tratamentos com o envelhecimento.

Os diferentes tratamentos a que foram submetidas as sementes das duas cultivares nio
garantiram um eficiente controle da incidéncia de fungos pelas mesmas, apresentando estas uma
variagdo na ocorréncia de Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme com o aumento do tempo
de envelhecimento nas cultivares AG-122 e C-901. As sementes que ndo receberam tratamento
apresentaram uma maior incidéncia inicial de fungos, sendo que, para os trés tratamentos, houve
um aumento da presenga de 4. flavus e uma diminuicio de F. moniliforme com o envelhecimento
artificial. Quanto ao Penicillum spp, as sementes ndo tratadas apresentaram uma diminuicdo de
sua incidéncia com o envelhecimento.

O tratamento de sementes com fungicida apresentou um eficiente controle do Aspergillus
para sementes das duas cultivares até o periodo de 24 horas de envelhecimento. Apés este periodo
houve um aumento gradual da incidéncia desse fungo. A ocorréncia de Penicillium spp nas
sementes tratadas reduziu-se para menos da metade quando comparada com sementes ndo
tratadas, mas apresentou uma tendéncia de aumento com o envelhecimento na cultivar C-901. Ja
para cultivar AG-122 houve uma ligeira diminui¢do da incidéncia de Penicillium até o periodo de
24 horas de envelhecimento, sendo que com aumento do envelhecimento a incidéncia desse fungo
aumentou, chegando a dobrar apds 72 horas. Quanto ao controle do Fusarium, o fungicida se
mostrou ineficiente.

No tratamento de desinfestacdo superficial com hipoclorito pode ser observado um

controle apenas inicial do fungo Aspergillus flavus nas sementes das duas cultivares e uma
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redugdo na incidéncia do Penicillium spp, permanecendo esta incidéncia praticamente inalterada
com o aumento do envelhecimento artificial nas sementes cultivar AG-122.

Nas sementes da cultivar C-901 o Penicillium mostrou uma tendéncia de queda até o
periodo de 24 horas de envelhecimento. Ap6s este periodo houve um aumento na incidéncia desse
fungo e, a partir de 48 horas de envelhecimento, apresentou uma nova queda, mostrando com isto
uma grande variagdo de sua incidéncia com o aumento do tempo de envelhecimento.

Independente do tratamento sanitario empregado, que possibilitou alteragdes na incidéncia
de pratégenos sobre as sementes, foi verificada pelos testes de qualidade fisiologica uma perda de
vigor, sobretudo no tempo de 72 horas de envelhecimento.

Vale ressaltar, no entanto, que para as duas cultivares, houve redu¢do no potencial de
germinacdo (Figura 19 e 20) e vigor (Figuras 19 a 31) com o aumento do tempo de
envelhecimento. Para a cultivar AG-122, o tratamento fitossanitario afetou a resposta das
sementes a deterioracdo a medida que houve o aumento do tempo de envelhecimento do passo
que para as semente da C-901, a resposta deteriorativa nio dependeu do tratamento fitossanitario.
Pode ser observado que, para a cultivar AG-122, essa resposta diferencial para tratamento
sanitario ocorreu no tempo de 72 horas, quando foram detectadas maiores incidéncias de fungos,
principalmente Aspergillus, e alteragdes nos zimogramas das enzimas estudadas. Tanto assim que
a cultivar C-901, a qual apresentou resposta diferencial & associagdo patdgeno-hospedeiro em
relagdo a cultivar AG-122, ndo teve sua deteriora¢io afetada pelo tratamento sanitario.

Esses resultados sugerem que o processo deteriorativo apresentado por essa cultivar (C-
901) ndo foi ocasionado pela agdo de microorganismos e que no caso da cultivar AG-122, a acao
desses ocorreu a partir de 72 horas de envelhecimento, quando esta apresentou altera¢do na

atividade da peroxidase, enzima atuante no sistema de defesa das sementes para evitar a formagao
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de peroxido (enzima “scavenger”) e teve, principalmente para semente ndo tratada, o processo
deteriorativo altamente incrementado reduzindo a germinag&o para 48%. Pode ser verificado que a
sorbitol desidrogenase (Figura 46 e 47), dentre os sistemas enzimaticos estudados, foi a tinica
enzima que apresentou seus padrdes alterados para as duas cultivares, com o aumento do tempo
de envelhecimento. Isto sugere que, quando o processo de deterioragdo nio estd associado
diretamente com a agdo de miroorganismos e seus efeitos nio estejam relacionados com a na
desestruturagdo do sistema de membrana, outras enzimas relacionadas com o processo
deteriorativo podem ter suas atividades alteradas, motivo pelo qual trabalhos como os de Hendry
et al.(1992), Girald e Le-Mestre (1992), Harman e Mattick (1976), Francis e Coolbear (1988),
Hailstones e Smith (1988), Pearce e Samad (1980), entre outros, que associam perda de
viabilidade com deterioragdo de membranas e exaustio de reservas, tém-se mostrado

inconclusivos e divergentes (Hendry, 1993).
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FIGURA 19. Efeito do tempo de envelhecimento artificial no percentual de germinagdo de
sementes de milho da cultivar C-901, submetidas a diferentes tratamentos avaliados
pelos testes padrao de germinagdo, primeira contagem (PCG) e teste de
envelhecimento. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 20. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na germina¢ao (TPG) sementes de
milho da cultivar AG-122, tratadas com fungicidas, desinfestadas com hipoclorito e
ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 21. Efeito do tempo de envelhecimento artificial sobre a primeira contagem de
germinac¢do de sementes de milho da cultivar AG-122 tratadas com fungicidas
desinfestadas com hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996
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FIGURA 22. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na germinabilidade, pelo teste de
envelhecimento acelerado de sementes de milho da cultivar AG-122 tratadas com

fungicida, desifestadas com hipoclorito e nio tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 23. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na emergéncia em canteiro de sementes
de milho, tratados com fungicida, desinfestadas superficialmente com hipoclorito e
ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 24. Efeito do tempo de envelhecimento artificial no indice de velocidade de emergéncia
de sementes de milho tratadas com fungicidas, desinfestadas superficialmente com
hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1995.
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FIGURA 25. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na germinacdo, pelo teste frio de
sementes de milho da cultivar AG-122, submetidas a diferentes tratamentos. UFLA,
Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 26. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na germinagdo pelo teste de frio, de
sementes de milho da cultivar C-901, tratadas com fungicidas, desinfestadas com
hipoclorito e ndo tratada. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 27. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na viabilidade pelo teste de tetrazdlio
potencial de germina¢do de sementes de milho da cultivar AG-122, tratadas com
fungicidas, desinfestadas com hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG,
1996.
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FIGURA 28. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na viabilidade pelo teste de tetrazolio
potencial de germinagdo de sementes de milho da cultivar C-901, tratadas com

fungicidas, desinfestadas com hipoclorito e nio tratadas. UFLA, Lavras - MG,
1996,
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FIGURA 29. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na viabilidade, pelo teste de tetrazélio

vigor,

de sementes de milho da cultivar AG-122, tratadas com fungicidas,

desinfestadas com hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 30. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na viabilidade, pelo teste de tetrazélio

vigor,

de sementes de milho da cultivar C-901, tratadas com fungicidas,

desinfestadas com hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 31. Efeito do tempo de envelhecimento artificial, sobre a condutividade elétrica de
sementes de milho da cultivar AG-122, tratadas com fungicidas desinfestadas com

hipoclorito e ndo tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.

TABELA 6. Efeito dos diferentes tratamentos fitossanitarios na condutividade elétrica de

sementes de milho da cultivar C-901. UFLA, Lavras, 1996.

TRATAMENTOS CONDUTIVIDADE ELETRICA
(umhos/g)
Desinfestadas 2239 a
Tratadas 15.31b
ndo tratadas 14.73 b

Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram entre si, pelo teste Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 32. Efeito do tempo de envelhecimento, na recuperagio de microorganismos pelo
“blotter test”em sementes de milho da cultivar AG-122 nfo tratada. UFLA, Lavras
- MG, 1996.
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FIGURA 33. Efeito do tempo de envelhecimento, na recuperagdo de microorganismos pelo
“blotter test”em sementes de milho da cultivar C-901 néo tratada. UFLA, Lavras -
MG, 1996.
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FIGURA 34. Efeito do tempo de envelhecimento, na recuperagdo de microorganismos pelo
“blotter test”em sementes de milho da cultivar AG-122 tratadas com fungicida.
UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 35. Efeito do tempo de envelhecimento, na recuperacdo de microorganismos pelo
“blotter test’em sementes de milho da cultivar C-901 tratadas com fungicida.
UFLA, Lavras - MG, 1996.
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superficialmente com hipoclorito. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 37. Efeito do tempo de envelhecimento, na recuperagio de microorganismos pelo
“blotter test”em sementes de milho da cultivar C-901 desinfectada superficialmente
com hipoclorito. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 38. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na incidéncia de dano mecénico de
sementes de milho AG-122, submetidas a diferentes tratamentos. UFLA, Lavras -
MG, 1996.
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FIGURA 39. Efeito do tempo de envelhecimento artificial na incidéncia de dano mecanico de

sementes de milho, tratadas com fungicida, desinfestadas com hipoclorito e nfo
tratadas. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 40. Padrdes eletroforéticos de proteinas solliveis de sementes de milho
da cultivar AG-122, submetidas a diferentes tratamentos, e ao envelhecimento
artificial. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 41. Padrdes eletroforéticos de proteinas sollveis de sementes de milho
da cultivar C - 901, submetidas a diferentes tratamentos, e ao envelhecimento
artificial. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 42. Padrdes isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar AG-122,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para esterase (EST). UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 43. Padrdes isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar C - 901,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para esterase (EST). UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA 44. Padroes isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar AG-122,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para peroxidase (PO). UFLA, Lavras - MG,1996.
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FIGURA 45. Padrdes isoenziméaticos de sementes de milho da cultivar C - 901,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para peroxidase (PO). UFLA, Lavras - MG,1996.
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FIGURA 46. Padroes isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar AG-122,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para sorbitol desidrogenase (SDH). UFLA, Lavras - MG,1996.
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FIGURA 47. Padrées isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar C -901,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificiaimente e reveladas
para sorbitol desidrogenase (SDH). UFLA, Lavras - MG,1996.
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FIGURA 48. Padrdes isoenzimaticos de sementes de milho da cultivar AG-122,
submetidas a diferentes tratamentos, envelhecidas artificialmente e reveladas
para fosfatase acida (ACP). UFLA, Lavras - MG,1996.
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FIGURA 49. Zimogramas de isoenzimas de sementes de milho das cultivares AG-122 e
C-901, submetidas a diferentes tratamentos e envelhecimento artificial. UFLA, Lavras-MG,

1996.
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5.4 CONCLUSOES

- Os sistemas enziméticos, fosfatase 4cida e peroxidase podem atuar como marcadores
bioquimicos para a avaliagdo da deterioragdo de sementes de milho, enquanto que a enzima
sorbitol desidrogenase possibilita a detec¢do de estadios iniciais de deterioragdo.

- O uso de marcadores bioquimicos permite avaliar sensiveis diferengas relacionadas a acao

de microorganismos associados ao processo de deterioragio de sementes de milho.



5.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRAWAL, P.X. Seed deterioration during storage. In: . AGRAWAL, P.K. Procedings ;)f
The International Congress of Plant Physiology. New Delhi, p.15-20, 1988

AMORIM, L. Ciclo das relagdes patégeno-hospedeiro. In: . BERGAMIN FILHO, A;
KIMATI, H.; AMORIM, L. Manual de Fitopatologia: Principios e conceitos. 3. ed. Sdo
Paulo: Agronoémica Ceres, 1995. p.234-243.

BASAVARAJAPPA, B.S.; SHETTY, H.S.; PRAKASH, H.S. Membrane deterioration and other
biochemical chances, associated with accelerated ageing of maize seeds. Seed Science and
Technology, Zurich, v. 19, n.2, p. 279-286, 1991.

BEWLEY, J.D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and germination. New York:
Plenum Press, 1985. 367p.

BERJAK, P. Stored seeds: The problems caused by micro-organisms (With particular reference
to the fungi) In: NASSER, L.C.; WETZEL, M.M.; FERNANDES, JM. Seed Pathology.
International advance course, procedings. Brasilia: Informativo Abrates, 1987. p. 38-50.

CHERRY, JH.; SKADSEN, R.W. Nucleid acid and protein metabolism during seed
deterioration. In: McDONALD JR, M.D.; NELSON, C.J. Physiology of seed deterioration,
CSSA, 1983. Cap.4, p.65 - 87. (Special Publication, 11).

CHERRY, J.P. Enzymes as quality indicators in edible plant tissues. In: . HULTIN, H.O.;
MILNER, M. Post harvest Biology and Biotecnology. Wetport: Food and Nutrition
Press,1978. 462p.



| ——— .

DELOUCHE, J.C.; BASKIN, C.C. Accelerated aging techniques for predicting the
relativestorability of seeds lots. Seed Science and Technology, Zurich, v.1, n.2, p.427-452,
1973.

HENDRY, G.AF. Oxygen, free radical processes and seed longevit. Seed Science Research,
Wallingford, v. 3, n.3, p. 141-153, Sept. 1993.

HENDRY, G.AF.; FINCH-SAVAGE, W.E; THORPE, P.C; ATHERTON, NM.
BUCKLAND, S.M.; NILSSON, K.A.; SEEL, W.E. Free radical processes and loss of seed
viability during desiccation in the recalcitrant species Quersus robur L. New Phytologist,
Cambridge, v.122, n.2, p.273-279, Oct. 1992

JENG, T.L.; SUNG, JM. Hydration effect on lipid peroxidation and peroxide scavenging
enzymes activity of artificially age peanut seed. Seed Science and Techology, Zurich, v. 22,
n.3, p. 531-539, 1994.

MARCOS FILHO, J. Teste de envelhecimento acelerado In. Testes de vigor em sementes.
Vieira, R.D.; Carvalho N.M. Jaboticabal: FUNEP, 1994. p.89-92.

MATTHEWS, S. Evaluation of techniques for germinationand vigour studies. Seed Science and
Technology, Zurich, v.9, n. 2, p. 543-551, 1981.

MURRAY R.K.; GRANNER, D.K.; MAYES, P.A.; RODWELL V.W. Harper: Bioquimica. Sdo
Paulo: Atheneu, 1994. 763p.

PASCHOLATI, S.F. Fisiologia do Parasitismo. In: . BERGAMIN FILHO, A.; KIMATI, H.;
AMORIM, L. Manual de Fitopatologia: Principios e conceitos. 3. ed. Sdo Paulo:
Agrondmica Ceres, 1995. p.343-364.

POPINIGIS, F. Fisiologia de sementes. Brasilia: AGIPLAN, 1985. 289p.

ROBERTS, E.H. Loss of viability: utrastructural and physiological aspects. Seed Science and
Technology, Zurich, v.1, n.3, p.529-545, 1973.

TAO, K.L.J. Vigor “referee” Test for soybean and corn. The Newsletteer of the Association of
Official Seed Analyts, Mississipi, v.54, n.1, p.40-58, 1980.



» 100

VILLIERS, T.A. Ageing and the longevity of seeds in field conditions. In: HEYDECKER, W.
Seed Ecology. Nottinghan: ISA, Pennsylvania State University Press, 1973. p.265-88.



Consideracdes Gerais

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que as variagdes eletroforéticas de
proteinas e isoenzimas estdo associadas ao processo deteriorativo de sementes de milho. As trés
fragGes de extragdio de protefnas permitiram verificar que pode ocorrer uma diminuigdo no niimero
e na intensidade de bandas com o aumento do tempo de envelhecimento das sementes, sendo estas
alterag3es mais intensas a partir de 96 horas. Vale ressaltar que as maiores mudangas ocorreram
nas proteinas sokiveis sendo o extrator Hepes o que proporcionou a melhor resolugio na
avaliagio do nivel de deterioragio de semente de milho. Resultados semelhantes foram
encontrados por Chauhan, Gopinathan e Babu (1985) que observaram redu¢io do mimero de
bandas de proteinas de alto peso molecular.

Quanto aos diferentes sistemas enziméticos estudados os da enzima sorbitol desidrogenase
(SDH) e glutamato - oxaloacetato transaminase (GOT), revelaram ser promissores marcadores
bioquimicos para avaliagdo de qualidade de sementes de milho em estidios iniciais de
deterioragdo, ji que conseguiram detectar alteragdes no perfil eletroforético de sementes que,
submetidas aos diferentes testes de avaliaggio fisiolégica, mostraram variages minimas no seu

vigor.
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Com relagfio ao resultados da segunda etapa, os diferentes tratamentos sanitirios a que
foram submetidas as sementes das duas cultivares nfio garantiram um eficiente controle da
incidéncia de fungos nas mesmas, apresentando estas uma variagio na ocorréncia de Aspergillus
Slavus, Penicillium spp e Fusarium moniliforme com o aumento do tempo de envelhecimento nas
cultivares AG-122 e C-901. As sementes que nfio receberam tratamento sanitirio apresentaram
uma maior incidéncia inicial de fungos sendo que de modo geral houve um aumento da presenga
de A. flavus e uma diminuicio de F. moniliforme com o aumento do tempo envelhecimento
artificial, independente do tratamento a que foram submetidas as sementes.

O tratamento de sementes com fungicida apresentou um eficiente controle do Aspergillus
flavus para sementes das duas cultivares até o periodo de 24 horas de envelhecimento. Apés este
periodo houve um aumento gradual da incidéncia deste fungo. A ocorréncia de Penicillium spp
nas sementes tratadas reduziu para menos da metade quando comparada com sementes ndo
tratadas.

Confirmando os resultados obtidos por Kock et al. (1995), o tratamento com o fungicida
Thiabendazole ndo diminuiu a incidéncia de Fusarium moniliforme nas sementes de milho.

Independente do tratamento sanitério empregado, que possibilitou alterages na incidéncia
de patégenos sobre as sementes, foi verificada pelos testes de qualidade fisiolégica uma perda de
germinagdo e vigor, sobretudo no tempo de 72 horas de envelhecimento, para as duas cultivares.
Entretanto para a cultivar AG-122, o tratamento sanitirio afetou a resposta das sementes a
deterioragdo a medida que houve 0 aumento do tempo de envelhecimento, ao passo que, para as
semente da cultivar C-901 a resposta deteriorativa niio dependeu do tratamento sanitério. Pode ser
observado que para a cultivar AG-122 essa resposta diferencial para tratamento sanitdrio, ocorreu

no tempo de 72 horas, quando foram detectadas maiores incidéncias de fungos nas sementes,
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principalmente Aspergillus flavus, e alteragdes nos zimogramas das enzimas estudadas. A cultivar
C-901, a qual apresentou resposta diferencial a associagdo patégeno-hospedeiro em relagio a
cultivar AG-122 nio teve sua deterioragdo afetada pelo tratamento sanitario.

Esses resultados sugerem que a evolugdo do processo deteriorativo apresentado por essa
cultivar (C-901) ndo foi ocasionada pela agdo de microorganismos.

Os resultados dos padrdes isoenzimaticos da cultivar AG-122, parecem estar de acordo
com os resultados apresentados pelos demais testes determinantes da qualidade fisiolégica das
sementes, que mostraram maior deterioragdo a partir de 72 horas, quando foi observada a
diminuicdo da atividade da peroxidase e um aumento da atividade da fosfatase 4cida.
Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), Nkang (1988), Lin (1988), Jeng e Sung (1994) relatam
um aumento da peroxidagio de lipidios com o envelhecimento da semente e uma vez que a
fosfatase 4cida atua na peroxidagdo de lipidios, os resultados verificados por esses autores
reforgaram os obtidos por este trabalho, podendo o aumento da peroxidagdo de lipidios ser
explicado por um aumento da atividade da fosfatase 4cida. A cultivar C-901 ndo teve seus padrdes
enzimaticos alterados nos tratamentos e tempos de envelhecimento estudados, excegdo feita a
enzima sorbitol desidrogenase.

Dentre os sistemas enziméticos estudados, a sorbitol desidrogenase foi a tinica enzima que
apresentou seus padrdes alterados para as duas cultivares, com o aumento do tempo de
envelhecimento. Isto sugere que, quando o processo de deterioracio ndo estd associado
diretamente com a agdo de microorganismos e seus efeitos nio estejam relacionados com a na
desestruturagdo do sistema de membrana, outras enzimas relacionadas com o processo
deteriorativo podem ter suas atividades alteradas, motivo pelo qual trabalhos como os de Hendry

et al.(1992), Girald e Le-Mestre (1992), Harman e Mattick (1976), Francis e Coolbear (1988),
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Hailstones e Smith (1988), Pearce e Samad (1980), entre outros, que associam perda de
viabilidade com deterioragdo de membranas e exaustio de reservas, tém-se mostrado
inconclusivos e divergentes (Hendry, 1993).

Provavelmente, essa variagdo de resposta para cultivares tenha sido devida a resposta
diferencial existente entre espécies e mesmo cultivares de uma mesma espécie, ao sistema
deteriorativo patdgeno-hospedeiro. Esses resultados permitem indicar o uso de marcadores
bioquimicos na detecgdo de sensiveis diferengas, relacionadas a agdo de MiCroorganismos
associados ao processo de deterioragdo de sementes de milho. Todavia, para obten¢do de

conclusdes mais seguras, sugere-se a continuidade de estudos nesta linha.
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TABELA 1A- Resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos de avaliagses da qualidade fisiologica de sementes de milho,
submetidas a diferentes tempos de envelhecimento. UFLA, Lavras - MG, 1995,

CAUSAS QUADRADOS MEDIOS
DA
VARIACAO G.L. Germinag#o Primeira Emergéncia Envelhecimento  Teste de Tetrazolio Tetrazolio

Padriio(%) Contagem(%) Canteiro(%) Acelerado(%) Frio(%) Vigor(%)  Germinagiio(%)

Cultivar 1 418.79824** 313.61732*%  151.02132%*  455,05742**  580.19389 222.77739*%*  61.13953
Tempo 3 5930.36866**  5932.42118** 5784.99477** 2394.02634** 3435.72977 7901.46875%* 6184.16647**
Cul. X Tem. 3 25.52746 20.68556* 19.18871 12.44614 3.43872 19.43405 11.52174
Residuo 24 9.72444 6.08755 11.53776 18.56632 18.73943 20.68592 18.65291
Média Geral 57.23381 53.12511 57.76918 28.81432 41.62100 50.75326 56.4379
Coef. de Variagio (%) 5.449 4.644 5.880 14.954 10.401 8.961 7.652

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significéncia ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 2A- Resumo da analise de varidncia dos dados obtidos de avaliagdes da qualidade de sementes de milho, submetidas a
diferentes tempos de envelhecimento. UFLA, Lavras - MG, 1995.

CAUSAS QUADRADOS MEDIOS
DA G.L. Velocidade  Condutividade Dano Aspergillus Penicillium Fusarium
VARIACAO Emergéncia __ Elétrica(umhos/g)  Mecanico(%) flavus(%) spp(%) moniliforme(%)
Lote 1 0.34032 124.03125  1065.71812** 0.56124 596.94349*%*  311.80605*
Tempo 3 36.02675**  1111.03125 3.90998 8483.93373**  1229.29707**  1507.32271%*
Lote x tempo 3 0.18708 174.94792 5.61011 9.16246 100.30497 70.20820
Residuo 24 0.10289 12.28125 5.19962 16.91893 71.03114 50.23480
Média Geral 3.21562 23.094 46.04727 69.351 38.712 34.178
Coef. de Variagido(%) 9.975 15:175 4.952 5.931 21.771 20.737

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significancia ao nivel de 1% de probabilidade.

LOIT



108

TABELA 3A - Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos da determina¢do do teor
de umidade das sementes de milho antes do envelhecimento e do exame de
infestagdo de sementes de milho, submetidas a diferentes tempos de
envelhecimentos. UFLA, Lavras - MG, 1995.

CAUSAS DA QUADRADOS MEDIOS
VARIACAO GL Teor de Sementes
umidade(%) Infestadas(%)
Cultivar 1 0.20153 51.46576**
Tempo 3 0.60500* 7.54831
Cul. x tem. 3 0.06728 7.54831
Residuo 8 0.10086 2.05863
Média Geral 19.931 1.763
Coef. de Variag¢do(%) 1.593 80.000

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significancia ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 5A - Resumo das anlises de varidncia dos dados obtidos de avaliagdes de vigor
de sementes de milho, submetidas a diferentes tratamentos. UFLA, Lavras -

MG, 1996.
CAUSAS DA QUADRADOS MEDIOS
VARIACAO G.L. Emergéncia em Velocidade de

Canteiro(%) Emergéncia(indice)

Cultivar 1 1440.11271** 20.56284**
Tratamento 2 74.65346 3.47742%*
Tempo 3 1980.65245** 46.47220**
Cul. X Trat. 2 36.27915 0.18091
Cult. X Tem. 3 251.13580** 8.49158**
Trat. X Tem. 6 59.16247* 1.68843**
Cul. X Trat. X Tem. 6 27.49535 0.25673
Residuo 72 24.41570 0.22138
Média Geral 75.96077 10.97656
Coef. de Variagio(%) 6.505 4.287

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** SjgnificAncia ao nivel de 1% de probalidade.

TABELA 6A - Resumo da analise de varidncia dos dados obtidos da avaliagdo da qualidade
fisica e sanitaria de sementes de milho, submetidas a diferentes tratamento.
UFLA, Lavras - MG, 1995.

CAUSAS DA QUADRADOS MEDIOS
VARIACAO GL Dano Aspergillus ~ Penicillium ~ Fusarium
Mecanico(%) Sflavus(%) Spp(%) moniliforme()
Cultivar 1 2118.73766%* 75.71091** 17.20822 730.86212**
Trat./C; 2 81.22066** 15406.25273**  1604.49857** 409.38890**
Trat./Cy 2 14.99203 12402.96594**  3266.97954** 48.6031
Tempo;'cI 3 29.96414* 7688.89535** 45.94934 7657.24024**
Temposz 3 15.05466 10863.78519** 756.59905** 7854.16804**
Trat. x tem./C; 6 12.59462 1898.52014** 1489.73010** 484.51191**
Trat. x tem./C, 6 43.42467** 2241.622823**  1195.51012** 708.21647**
Residuo 72 9.78718 15.62180 44.69716 29.70356
Meédia Geral 48.3631 36.6779 38.0024 38.8541
Coef. de va_riagﬁo(%) 6.469 10.776 17.593 14.027

* Significincia ao nivel de 5% de probabilidade.
** SjonificAncia ao nivel de 1% de probalidade.

C,-AG 122
C,-C901

110





