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RESUMO

O milho é o cereal mais cultivado do mundo. Em condi¢Oes estressantes, a utilizagdo de
sementes de alto vigor € uma alternativa relevante para reduzir as perdas de produtividade, pois
essas sementes t€ém a habilidade de germinar em ampla faixa de condi¢cdes ambientais. No
entanto, ¢ necessario entender quais sdo as estratégias bioquimicas adotadas por sementes de
alto vigor para atingirem melhor desempenho em periodos de estresse. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi determinar alteragdes no metabolismo de sementes de alto e baixo vigor, com
base na redugdo de amido (atividade de enzimas hidroliticas, teor de agucares soltveis, amido
e oligossacarideos) e no sistema antioxidante (EROs, enzimas e componentes antioxidantes)
sob estresse por alta temperatura e umidade. O trabalho foi dividido em dois capitulos. No
primeiro capitulo, foram identificadas diferencas entre sementes de alto e baixo vigor
submetidas a diferentes periodos de estresse por envelhecimento acelerado quanto a tolerancia
ao estresse, redu¢do de amido e metabolismo antioxidante. Sementes de alto vigor superaram
melhor as condi¢des de estresse, sendo que neste lote a atividade de a-amilase e disponibilidade
de acucares soluveis foi superior, indicando que a melhor redugdo de amido e maior quantidade
de agticares sdo fatores estratégicos para a melhor tolerancia e desempenho das sementes de
alto vigor. No segundo capitulo, as sementes de vigor contrastante foram avaliadas quanto ao
metabolismo de carboidratos durante a germinag¢ao em duas condi¢des: controle e 60 horas de
estresse por alta temperatura e umidade. As sementes de alto vigor apresentaram maior
consumo de rafinose na condigdo de estresse durante a germinacao, sendo que o estresse causou
redugdo nas atividades de a-amilase e no teor de sacarose no T50 (quando mais de 50% das
sementes atingiram a protrusdo). Sementes de baixo vigor aumentaram em 152% a atividade de
B-amilase no tempo inicial. Com base nos resultados apresentados foi possivel observar
algumas estratégias adotadas pelas sementes de alto vigor para a superacdo de estresses e
producao de plantulas normais de forma mais répida e uniforme, sendo elas a maior
disponibilidade de acucares soluveis totais maior atividade de alfa-amilase em condig¢des
extremas de estresse e a capacidade maior de consumo de rafinose. Assim, se faz necessaria a
realizacdo de pesquisas futuras no intuito de identificar agucares especificos atuantes na
diferenciagdo do vigor das sementes, além de avaliar a expressao diferencial de isoenzimas que

atuam da hidrélise de amido.

Palavras-chave: Acucares soluveis, Amilases, Envelhecimento acelerado, Fisiologia de

sementes, Zea mays.



ABSTRACT

Maize is the most cultivated cereal in the world. In stressful conditions, the use of high vigor
seeds is a relevant alternative to reduce losses, as they can germinate in a wide range of
environmental conditions. However, it is necessary to understand the biochemical strategies
adopted by high vigor seeds to achieve better performance in periods of stress. In this sense,
the objective of this work is to determine changes in the metabolism of high and low vigor
seeds, based on the reduction of starch (activity of hydrolytic enzymes, content of soluble
sugars, starch, and oligosaccharides) and in the antioxidant system (ROS, enzymes, and
antioxidant components) under high temperature and humidity stress. The research was divided
into two chapters. In the first chapter, differences were identified between seeds of high and
low vigor subjected to different periods of stress due to aging in terms of tolerance, starch
reduction and antioxidant metabolism. High vigor seeds overcame stress conditions better, and
in this lot the a-amylase activity and availability of soluble sugars were higher, indicating that
better starch reduction and greater quantity of sugars are strategic factors for better tolerance
and performance of high vigor seeds. In the second chapter, contrasting vigor seeds were
evaluated in terms of carbohydrate metabolism during germination in two conditions: control
and 60 hours of stress with high temperature and humidity. High vigor seeds showed a greater
raffinose consume under stress conditions during germination, with stress causing a reduction
in alpha-amylase activities and sucrose content at T50 (when more than 50% of the seeds
reached protrusion) for both lots. Low vigor seeds increased B-amylase activity by 152% at
initial time. Based on the results presented, it was possible to observe some strategies adopted
by high vigor seeds to overcome stress and produce normal seedlings more quickly and
uniformly, these being the greater amount of total soluble sugars, greater alpha-amylase activity
under extreme stress conditions and a greater capacity to consume raffinose. Therefore, it is
necessary to carry out future research to identify specific sugars involved in differentiating seed
vigor, in addition to evaluating the differential expression of isoenzymes that act in starch

hydrolysis.

Keywords: Accelerated aging, Amylases, Seed physiology, Soluble sugars, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho ¢ uma cultura de grande importancia, sendo o cereal mais produzido do mundo.
De 2000 a 2020, a producdo mundial praticamente dobrou (FAOSTAT, 2022). No Brasil, a
previsdo para a safra atual (2023/24) ¢ da produgdo de 118 milhdes de toneladas, com
produtividade de 5,6 toneladas por hectare, se tratando do segundo grao mais produzido no pais
(CONAB, 2023). O aumento da produgao e produtividade nos ultimos anos se deve ao processo
de tecnificagdo da cultura do milho, com o uso de tecnologias e insumos mais eficientes,
tornando seu cultivo altamente produtivo e rentavel (CONTINI et al., 2019).
Consequentemente, este aumento impulsiona a demanda por sementes de alta qualidade,
principalmente no quesito fisioldgico, visando a estabilidade da produtividade (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016).

A avalia¢do da qualidade fisiologica ¢ fundamental na caracterizagdo de um lote de
sementes, pois ¢ um fator determinante do estande inicial de uma lavoura. Dentro da qualidade
fisiologica, o vigor € uma caracteristica muito importante, pois definird o desempenho da
plantula sob condigdes oOtimas ou estressantes de desenvolvimento (FINCH-SAVAGE;
BASSEL, 2016; MARCOS-FILHO, 2015).

O estresse ¢ entendido como qualquer alteracdo no meio em que o vegetal esté inserido,
que afete o seu crescimento ¢ desenvolvimento. E uma condi¢io que pode acontecer em
qualquer fase do ciclo da planta, podendo ser de diversas naturezas, bidticas ou abioticas. A
temperatura e umidade sdo dois dos principais fatores abioticos estressantes, afetando uma série
de processos metabolicos na semente, como a respiracdo e atividade de enzimas (TAIZ et al.,
2017). No desenvolvimento inicial, a principal consequéncia do estresse consiste na redugdo da
velocidade, uniformidade e porcentagem de emergéncia, o que causa a redugdo do potencial
produtivo da lavoura e aumento do ciclo da cultura (MARCOS FILHO, 2015; REED et al.,
2022).

Sementes de alto vigor superam melhor condi¢des estressantes de ambiente durante a
emergéncia pois apresentam melhor capacidade de germinacdo nestas condi¢des (MARCOS
FILHO, 2015). Assim, a utilizagdo de sementes de alto vigor ¢ indispensavel para obter altos
potenciais produtivos, sobretudo em condigdes adversas.

O envelhecimento acelerado ¢ um teste de vigor muito utilizado para diversas culturas
(MARCOS FILHO, 2020). Seu principio € com base na submissdo das sementes a alta
temperatura (41 a 45 °C) e umidade relativa saturada. Este teste avalia o potencial das sementes

de produzir plantulas normais em condi¢cdes diferentes das ideais observadas no teste de
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germinagdo. Devido a intensidade das condicdes estressantes, pode ser utilizado para sementes
das mais diversas espécies, de inverno ou verdo, podendo também ser utilizado para identificar
diferencas fisioldgicas e bioquimicas entre lotes de niveis de vigor contrastantes ao longo da
deterioracdo (ANDRADE; COELHO; UARROTA, 2020; DELOUCHE; BASKIN, 1973).

O conceito de vigor ¢ estabelecido basicamente como a soma de todos os atributos da
semente que favorecem o estabelecimento rapido e uniforme de uma populacgdo inicial no
campo (DELOUCHE; CALDWELL, 1960). O entendimento de como o vigor de sementes afeta
o desempenho em condicdes de estresse ainda ndo foi totalmente desvendado. Assim, o
desenvolvimento de estudos em laboratorio sob condi¢des de estresse em sementes de vigor
contrastante pode elucidar as estratégias utilizadas por sementes de alto vigor na superacao
destas condigdes. Para tanto, ¢ necessaria a avaliacao bioquimica das sementes, em processos
metabolicos e componentes afetados pelas condigdes de estresse. A utilizagdo de sementes do
mesmo gendtipo nas comparacdes entre niveis de vigor ¢ fundamental para evitar o efeito do
genotipo sobre a expressio do vigor.

Durante a germinacdo, ocorre a hidrolise e mobilizagdao de reservas da semente para a
producdo de energia e tecidos, formando a plantula. Os carboidratos, principalmente o amido,
sdo o principal componente de reserva das sementes de milho (BEWLEY et al., 2013). A
avaliacdo do metabolismo dos carboidratos em sementes com niveis de vigor contrastante pode
ser uma estratégia para auxiliar na explicacdo de quais s@o os mecanismos bioquimicos
utilizados pelas sementes de alto vigor, para superar estresses abidticos (ANDRADE;
COELHO; UARROTA, 2020; HEBERLE et al., 2019; NERLING; COELHO; BRUMMER,
2018). Por isso, ¢ importante avaliar os substratos, as enzimas, € os produtos do processo
metabolico, além de outros compostos que tenham efeito na expressao de vigor.

Durante o envelhecimento acelerado, o estresse oxidativo causado pela acumulacio de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pode causar danos as membranas celulares, e outros
componentes das células, afetando o processo germinativo (EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019). Assim, a avaliagdo dos componentes do sistema antioxidante (EROs,
enzimas e componentes antioxidantes) pode indicar diferencas na capacidade protetiva a danos
entre sementes de vigor contrastante (ANDRADE, 2019).

Diante do exposto, o objeto de estudo desta pesquisa sdo sementes de milho hibrido de
vigor contrastante submetidos ao estresse por envelhecimento acelerado para entender quais
sdo as estratégias utilizadas pelas sementes de alto vigor para superar esta condi¢do. Portanto,
o objetivo deste trabalho foi determinar alteragdes no metabolismo de sementes de alto e baixo

vigor, com base na redu¢do de amido (atividade de enzimas hidroliticas, teor de actcares
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soluveis, amido e oligossacarideos) e no sistema antioxidante (EROs, enzimas e componentes
antioxidantes) sob estresse por alta temperatura e umidade.

Esta dissertagao foi dividida em dois capitulos, o capitulo I tem por objetivo avaliar a
tolerancia de sementes de milho de vigor contrastante submetidas a diferentes niveis de estresse
por envelhecimento acelerado e verificar se as diferencas no metabolismo antioxidante e de
reducdo de amido explicam as diferencas entre os niveis de vigor. O Capitulo II objetivou
avaliar o metabolismo de carboidratos de sementes de alto vigor na superacao do estresse por

alta temperatura e umidade para a formacao de plantulas vigorosas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 IMPORTANCIA DO MILHO

O milho (Zea mays) ¢ o cereal mais produzido do mundo, sendo produzido em diversos
ambientes, do Canadé (extremo norte) a Argentina (extremo sul) (FAOSTAT, 2022; GARCIA-
LARA; SERNA-SALDIVAR, 2019). Sua alta producao se deve a versatilidade do grao, que ¢
utilizado na alimentacdo humana e animal, além da producdo de biocombustiveis. Originado
no México e derivado do teosinto, hoje apresenta alta produtividade devido a muitos anos de
aumento de eficiéncia de producdo, melhoramento genético, biotecnologia e o uso de hibridos

(PEREIRA FILHO; BORGHI, 2022).

A tecnificagao dos sistemas de producao de milho permitiu muitos avangos, sendo que,
ao longo dos ultimos anos, sua producdo tem aumentado significativamente. Como exemplo,
na safra brasileira de 2010/2011 a producao foi de 57,4 milhdes de toneladas, e a Gltima safra
(2022/2023) passou de 131 milhdes de toneladas (CONAB, 2023). A produtividade média
brasileira do grdo também tem evoluido, passando de 4,3 para 5,9 toneladas por hectare no
mesmo periodo. Assim, para acompanhar a demanda, a producdo de sementes comerciais

também aumentou, praticamente dobrando de 2010 a 2021 (MAPA, 2022).

O aumento expressivo na producdo de sementes se deve a alta taxa de utilizagdo de
sementes comerciais certificadas, que na safra 2020/2021 atingiu 91% no Brasil (ABRASEM,
2022). Isso significa que a maioria dos produtores de milho utilizam sementes de qualidade e

identidade garantidas, atributos imprescindiveis para o sucesso de uma lavoura.

A produgado de sementes de milho tem alto custo, principalmente as cultivares hibridas.
Porém, este custo se paga no desempenho destas sementes, promovendo altas produtividades.
Sementes de alta qualidade sdo necessarias para favorecer a formagao de um estande adequado
de plantas, fator determinante para a producdo de varias culturas (FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2015), principalmente no caso da cultura do milho, que tem baixa prolificidade e plasticidade
fenologica (SANGOI et al., 2016). Muitos estudos confirmam que a qualidade fisiologica em
sementes de milho ¢ altamente controlada pelo gendtipo (COSTA SILVA NETA et al., 2020;
NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018; PRAZERES; COELHO, 2016a; PRAZERES;
COELHO, 2016b). Sementes de diferentes gendtipos apresentam variacdes em uma série de
atributos que interferem no vigor de sementes, como o teor de componentes importantes para a

expressao do vigor, resisténcia a estresses e alteracoes metabolicas (NERLING; COELHO;



16

BRUMMER, 2022). Devido ao alto controle do gendtipo, o milho pode ser um 6timo modelo

de estudo bioquimico no entendimento do vigor de sementes.

2.2 AQUALIDADE DE SEMENTES DE MILHO

A qualidade de sementes ¢ um conjunto de atributos que determina o desempenho

potencial de um lote. Estes atributos sdo o genético, fisico, sanitario e o fisiologico (MARCOS

FILHO, 2020b).

A qualidade genética se refere a origem da semente, sendo que todas as sementes de um
lote devem ter a mesma origem genética para serem consideradas de alta qualidade, ndo
possuindo misturas de cultivares e com alta estabilidade genética. Com rela¢do a qualidade
fisica, se refere a auséncia de danos fisicos nas sementes, material inerte ou de sementes de
outras espécies cultivadas ou daninhas presentes no lote. A qualidade sanitaria de refere-se a
auséncia de pragas e/ou doengas infectando ou infestando as sementes (MARCOS FILHO,

2015).

Ja a qualidade fisiologica, foco desta pesquisa, engloba a germinacdo e o vigor de um
lote. Este atributo ¢ o conjunto de caracteristicas que possibilita a avaliagdo do potencial da
semente gerar uma plantula normal sob diferentes condigdes ambientais. A qualidade
fisiologica ¢ um atributo muito explorado na pesquisa, por se tratar do potencial concreto de
formagdo do estande de plantas, fator de prioridade na escolha de um lote de sementes de uma

determinada cultivar (MARCOS FILHO, 2020b).

A avaliagdo da porcentagem de germinacgdo tem a funcdo de determinar o potencial
maximo de germinagdo de um lote, sendo realizada em condigdes Otimas, especificadas para
cada espécie nas Regras Para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Portanto, por serem
utilizadas condi¢des otimas de desenvolvimento, pode ndo apresentar alta correlacdo com a
emergéncia de plantulas a campo (GILL; DELOUCHE, 1973). Neste sentido, a avaliagdo do
vigor traz informacdes mais precisas sobre o estado metabolico da semente, dependendo do

tipo de andlise realizada.

Existem varios testes que podem ser feitos para avaliar o vigor de sementes. Estes testes
sao divididos em fisicos, fisiologicos, bioquimicos ou de resisténcia. Os testes fisicos avaliam
aspectos morfologicos ou fisicos das sementes, como tamanho, densidade e peso unitério. Os
testes fisiologicos verificam o desempenho de plantulas, por meio da avaliagdo da primeira

contagem de germinacdo, taxa de mobilizagdao de reservas, velocidade de germinagdo, entre
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outros. Os testes bioquimicos avaliam processos ou componentes bioquimicos que ocorrem nas
sementes, podendo ser mensurado através dos testes de tetrazolio, condutividade elétrica e as
avaliagcOes enzimaticas. Nas avaliacdes de resisténcia, as condi¢des em que as sementes sao
colocadas sao adversas, sendo que a semente deve apresentar sua capacidade de superar estas
condi¢des e germinar. A exemplo, existe o teste de envelhecimento acelerado e o teste de frio

(MARCOS FILHO, 2015).

No caso do teste de vigor por envelhecimento acelerado (EA), as sementes sdo
submetidas a alta temperatura ¢ umidade, e apds ¢ realizado um teste de germinagdo para
identificar a resposta das sementes ao estresse (MARCOS FILHO, 2020a). Geralmente, os
testes de vigor tém mais correlagdo com a emergéncia de plantulas a campo (MARCOS FILHO,
2020b). Reis et al. (2022), utilizando cinco lotes de sementes com vigor diferente, constataram
que a utilizagdo de sementes de milho de baixo vigor interfere no desenvolvimento inicial,
produtividade e cobertura do solo, sendo que para cada ponto percentual a mais de vigor do lote
(por teste de frio) a produtividade por aumentar até 43,5 kg por hectare. Sbrussi e Zucarelli
(2014) observaram que em temperaturas supra-6timas durante a germinagdo (até¢ 40°C), lotes

de sementes de milho de alto vigor apresentaram maior potencial germinativo.

2.2.1 Entendimento do vigor de sementes

O vigor ¢ um atributo multigénico e depende de varios fatores associados ao processo
de formagao da semente, sendo que alguns destes fatores sao ainda pouco conhecidos. No caso
do milho, durante o processo de formagdo da semente sdo acumuladas proteinas, lipideos,
compostos minerais e principalmente carboidratos, que atuardo em conjunto para que o
processo de germinacdo acontega. As enzimas, muito importantes no processo de degradagao
destes compostos para a produgdo de energia e tecidos também sdo acumuladas, porém s6 sao

ativadas no processo de germinagdo (BEWLEY et al., 2013).

Para entender quais componentes do metabolismo explicam as diferengas no vigor de
sementes, € necessario avaliar quais sao os mecanismos bioquimicos e fisioldgicos diferenciais
entre sementes de alto e baixo vigor. A partir disso, pode-se indicar marcadores bioquimicos
ligados ao maior vigor de sementes. Os marcadores bioquimicos consistem em componentes
celulares, estruturais ou bioquimicos que definem alteragdes em determinados processos,
sendo, neste caso, o vigor de sementes. Estes marcadores podem auxiliar no acompanhamento

do vigor de sementes desde fases iniciais do melhoramento vegetal, além da verificacdo da
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resisténcia dos gendtipos as condi¢des estressantes e entdo melhorar sua tolerancia ao estresse.
Assim, o entendimento do vigor de sementes passa pela avaliagdo dos componentes das

sementes, tendo em vista que eles desempenham papel fundamental na germinagao.

2.2.2 Vigor e deterioracio de sementes

O vigor esta intimamente ligado com o estado de deterioracdo da semente. A maxima
qualidade ¢ atingida na maturidade fisioldgica, ainda no campo. Apds a maturidade fisioldgica,
a semente fica propensa a ter sua qualidade reduzida por meio de diversos processos
degenerativos, que vao da perda de integridade de membranas a morte da semente, sendo este
processo chamado de deterioracdo. A intensidade da deterioracdo depende de intimeros fatores,
como as condigdes, o tempo de armazenamento e o estado inicial da semente (condi¢des de
producdo e composi¢cdo da semente) (MARCOS FILHO, 2015). Assim, a medida em que a

deterioragdo avanga, estes processos afetam a germinagao e o vigor.

Por meio da associa¢do do vigor com a deterioragcdo de sementes, € possivel afirmar que
sementes com alto vigor tém maior capacidade de armazenamento. Durante o periodo de
armazenamento, inevitavelmente a semente passa por processos fisioldgicos de deterioracio,
principalmente pela eventual variagdo de temperatura e umidade, causando um estresse
degenerativo (DELOUCHE, 1963; MARCOS FILHO, 2015). A deterioragdo ao longo do
armazenamento causa comumente a reducdo na velocidade de germinagdo e até a perda de
viabilidade de sementes, com intensidade dependente das condigdes de armazenamento e do
vigor inicial (BHANDARI et al., 2017; DUBAL et a., 2022; MARCOS FILHO, 2015). Para
associar o efeito da deterioragcdo ao vigor de sementes, pode ser utilizado o envelhecimento
acelerado, que causa o estresse e a deterioragdo similar ao que ocorre naturalmente

(DELOUCHE; BASKIN, 1973).

Utilizando a condi¢ao de envelhecimento acelerado como fonte de deterioragao, foram
realizados diversos estudos que associam o vigor a deterioracdo. Andrade (2019), utilizando
este método para comparar dois lotes de sementes de vigor contrastante, constatou que as
sementes de milho de baixo vigor sofreram maiores danos e apresentaram menor qualidade
fisiolégica. Sommer (2022), utilizando sementes artificialmente envelhecidas, observou
reduc¢do da germinacdo e emergéncia de plantulas a campo em comparagdo as sementes que
ndo passaram pelas condigdes de EA. O envelhecimento acelerado causou a reducdo da

germinagdo e aumento do tempo médio de germinacdo em varios hibridos submetidos a até 6
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dias de envelhecimento acelerado a 40°C em pesquisa desenvolvida por Mansouri-Far et al.
(2015). Xu et al. (2022), utilizando periodos maiores de envelhecimento acelerado reduziram
drasticamente a viabilidade de sementes de duas cultivares. Assim, as diferencas de qualidade
fisiologica observadas nestes trabalhos podem ser explicadas por diferencas bioquimicas e
metabdlicas entre sementes de vigor contrastante quando submetidas ao estresse e a

deterioragao.

2.3 VIGOR DE SEMENTES E ESTRESSES ABIOTICOS

O estresse ¢ conceituado como qualquer condi¢do ou situagdo que impega a planta de
atingir o seu potencial genético pleno. Assim, diante do estresse a planta tende a ter seu
crescimento e desenvolvimento afetado (TAIZ et al., 2017). No caso das sementes, o estresse
geralmente causa reducdo na velocidade, uniformidade e porcentagem de emergéncia. O
estresse pode ser bidtico, em que o causador ¢ um patdogeno ou uma praga, ou abiotico, que sao

fatores ambientais.

O estresse abiotico em sementes pode advir de diversas fontes, como o estresse térmico,
hidrico, salino e por anoxia (RHAMAN et al., 2020). As condi¢des de envelhecimento
acelerado combinam o estresse por alta temperatura e alta umidade relativa, que causa a
deterioragdo da semente através de uma série de processos metabolicos afetados por estes dois
fatores (MARCOS FILHO, 2015). Por isso, estas condi¢des sdo utilizadas para estudar as
respostas que ocorrem durante a deterioragdo (ANDRADE; COELHO; UARROTA, 2020;
DELOUCHE; BASKIN, 1973).

O uso de sementes de alto vigor pode interferir nas respostas das plantas a estresses
abiodticos, principalmente no desenvolvimento inicial (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2015). Reis
et al. (2022) demonstraram que o uso de sementes de milho de alto vigor promove o
desenvolvimento inicial, cobertura do solo e componentes da produtividade, além de reduzir o
ciclo da cultura. Estudos reportam que o uso de sementes de alto vigor pode aumentar em até

25% a eficiéncia de uso da dgua das plantas (FAGERIA; BALIGAR; CLARK, 1994).

Tendo em vista isso, entender quais sdo as estratégias associadas ao melhor desempenho
de plantulas advindas de sementes de alto vigor, sobretudo durante a superagdo de estresses
abioticos ¢ fundamental para estabelecer marcadores bioquimicos de vigor e auxiliar na selegao
e melhoramento vegetal para genotipos de alto vigor (ANDRADE; COELHO; UARROTA,
2020; NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018). Assim, alguns componentes do metabolismo
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das sementes podem desvendar estas estratégias utilizadas, como na hidrolise e mobilizagdo de

reservas € a dindmica do sistema antioxidante.

Ebone, Caverzan e Chavarria (2019) indicam quatro eventos bioquimicos que causam
os efeitos da perda de vigor por deterioragdo: a perda da capacidade protetiva contra espécies
reativas de oxigénio, danos na membrana plasmatica, consumo de reservas e danos ao material
genético. Assim, propde-se que o diferencial das sementes de alto vigor ocorre justamente

nestes processos metabolicos.

Diversos estudos utilizando estresses abidticos como o hidrico e o salino também
observaram esta caracteristica de superioridade das sementes de alto vigor na superacdo destas
condi¢des. Liu et al. (2015) associaram a superioridade das sementes de maior vigor a melhor
capacidade de realizar a regulacdo osmdtica quando submetidas a estresse hidrico. Prazeres,
Coelho e Souza (2021), utilizando sementes de milho de vigor contrastante, concluiram que a
superioridade das sementes de alto vigor ao estresse hidrico advém da atividade antioxidante
mais eficiente e maior mobilizagdo de proteinas na fase inicial da germinagdo. No estudo dos
efeitos do estresse salino em sementes de alto e baixo vigor, Sommer (2022) obteve menor taxa
de mobilizagdo de reservas em sementes de baixo vigor em relacdo as sementes de alto vigor,
indicando que o dano sofrido por estas sementes foi maior pela menor capacidade de tolerar as

condicoes de estresse.

2.3.1 Componentes bioquimicos da superacao do estresse

2.3.1.1 Metabolismo de carboidratos

A semente de milho é composta principalmente por amido. No processo de formagao da
semente, o amido e outros carboidratos sdo acumulados com a fungdo de prover reservas de
energia para a semente. Porém, no processo germinativo, 0 amido por si s6 ndao pode ser
utilizado diretamente no metabolismo energético, por ser uma molécula extremamente
polimerizada. Assim, ¢ preciso que enzimas hidroliticas atuem na hidrdlise do amido para

formar moléculas menores (BEWLEY et al., 2013).

O amido ¢ um carboidrato altamente polimerizado, formado por cadeias longas de
glucose com ligagdes a 1—4 e pontos ramificados, onde sdo usadas ligacdes a 1—6 (TAIZ et
al., 2017). Em sementes de milho, o endosperma amilaceo nao possui células vivas e por isso

ndo possui enzimas capazes de hidrolisar o amido, sendo necessario que haja a secrecao de
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enzimas hidroliticas pela camada de aleurona para que ocorra a hidrolise (MARCOS FILHO,
2015). Esta secre¢do ¢ ativada no inicio da germinacao, através da entrada de 4gua na semente
que causa uma cascata de processos fisiologicos, culminando na hidrélise de reservas e
retomada de crescimento do embrido (Figura 1).

Figura 1 - Esquema generalizado de um grao de cevada exemplificando as relagdes entre a

camada de aleurona, endosperma e o eixo embrionario das sementes durante a hidrolise de
reservas para a formagdo de plantulas. Fonte: Bewley et al., 2013.
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A principal enzima que atua na hidrolise de amido ¢ a o-amilase (1,4-a-D-Glucan
glucanohidrolase, EC 3.2.1.1, pH e temperatura 6timos a 5,0 e 70°C). Ela faz a hidrélise das
ligacdes glicosidicas 1—4 entre as moléculas de glucose aleatoriamente e sucessivamente ao
longo das cadeias gerando malto-oligossacarideos, dextrina, maltose e glicose (endoamilase).
Outra enzima que atua na hidrélise do amido ¢ a B-amilase (EC 3.2.1.2., pH e temperatura
otimos de 5,0 e 30°C), que, como uma exoamilase, ndo atua diretamente nos granulos inteiros
de amido, mas que produz maltose a partir das extremidades ndo redutoras dos oligossacarideos
previamente produzidos pela a-amilase. Para hidrolisar a maltose produzida pela a e B-amilase
até glicose, ¢ necessaria a atuagdo da enzima a-glucosidase (EC 3.2.1.20, pH e temperatura
otimas a 5,0 e 37°C), também conhecida como maltase (BEWLEY et al., 2013). A partir disso,
a glicose gerada pela hidrolise de amido tem dois caminhos possiveis: a glicOlise para a
producao de ATP e a sintese de sacarose e translocagao para as regides de crescimento (embrido)

(MARCOS FILHO, 2015) (Figura 1).
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Figura 2 - Esquema do metabolismo de hidrélise de amido em sementes.
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Fonte: Adaptado de Marcos Filho (2015) e Bewley et al (2013).

Devido a este processo, estas enzimas estdo ligadas com a disponibilizagdo de energia
para o processo de germinagdo. A enzima a-amilase ja foi muito estudada em sua relacdo com
o vigor de sementes (FRIES et al., 2007; HEBERLE et al., 2019; NAGUIB; ABDALLA, 2020;
PADILHA; COELHO; EHRHARDT-BROCARDO, 2021). Porém, faltam informacdes
referentes a participagdo de outras enzimas que atuam neste processo de hidrélise e que podem

interferir no vigor de sementes.

A B-amilase em cereais tem sua importancia muito questionada, pois existem algumas
cultivares de cevada e arroz que ndo tém atividade dessa enzima em sementes (BEWLEY et al.,
2013; YAMAGUCHI et al., 1999). Porém, por degradar o amido, assim como a o-amilase, e
por gerar produto diferente desta, a relacdo entre a atividade de a e P-amilase pode dar
indicativos sobre o vigor de sementes, pois niveis diferentes destas enzimas gerardo relacdes
diferentes de propor¢des de maltose e glicose disponibilizados para a germinacdo. A enzima a-
glucosidase ¢ de grande importancia pois degrada a maltose em glicose, um monossacarideo

utilizado no metabolismo energético através da glicolise (TAIZ et al., 2017).

Também € preciso avaliar estas enzimas ao longo do processo germinativo, pois o tempo
necessario para a ativagdo delas pode influenciar na velocidade de germinagdo das sementes,
tendo em vista que estas enzimas participam do processo. Além disso, a forma de ativacao

destas enzimas ¢ diferente (BEWLEY et al., 2013).
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Alguns agucares presentes nas sementes apresentam, além da funcdo de disponibilizar
energia para o desenvolvimento do embrido, o papel de minimizar a desestrutura¢do das
membranas celulares no processo de dessecagao da semente, no final de sua formacgao. Sao eles

a sacarose e os chamados oligossacarideos da familia rafinose (LI et al., 2017).

Estes acticares atuam na manutencdo dos espacos entre os fosfolipidios e proteinas de
membrana celular, auxiliando o processo de formagdao do estado vitreo na dessecagao
(MARCOS FILHO, 2015). Além disto, segundo Buitink e Leprince (2004), a capacidade da
sacarose de formar o estado vitreo depende da rafinose, pois esta evita que ocorra a cristalizagao

da sacarose, que causa a desestabilizagdo o estado liquido-cristalino da membrana.

Lietal. (2017) identificaram e silenciaram o gene ZmRS em uma cultivar de milho, que
codifica a enzima rafinose sintase, que catalisa a producdo de rafinose a partir de galactinol e
sacarose. Foram feitas comparacdes de vigor entre as sementes mutantes € nao segregantes. As
sementes advindas de plantas mutantes apresentaram menores valores na velocidade de
germinagdo, envelhecimento acelerado e comprimento de plantulas. Além disso, a quantidade
de sacarose ndo foi alterada pela mutagcdo no gene ZmRS. Isto indica que a rafinose ¢ um
componente importante para o vigor, podendo ser um marcador de alto vigor para sementes de
milho. Com base neste trabalho, o vigor de sementes pode ser influenciado pela quantidade

destes acticares na semente.

2.3.1.2 Metabolismo antioxidante

As plantas sofrem estresse durante todo o seu ciclo e a resposta delas a isto € dependente
da severidade e duragdao do estresse. O desbalan¢o da concentracdo intracelular das EROs,
chamado de estresse oxidativo, ¢ um dos efeitos de varios tipos de estresse (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019). As EROs sao formas de oxigénio altamente reativas que
sdo capazes de oxidar uma série de constituintes celulares como proteinas, acido
desoxirribonucleico (DNA), &cido ribonucleico (RNA) e lipideos. As EROs sdo produzidas em
processos metabolicos muito importantes, como a respiracdo (na cadeia de transporte de
elétrons) e servem também como mensageiros secundarios, mediando sinais ambientais e de
desenvolvimento. As principais formas de EROs moleculares e radicalares encontradas em
plantas sdo o peroxido de hidrogénio, radical hidroxila, superdxido e oxigénio singleto, sendo

produzidas na mitocondria e nos plastideos (TAIZ et al., 2017).
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Existem alguns compostos e enzimas que sdo capazes de atrasar ou inibir os danos
oxidativos, evitando os efeitos das EROs. As principais enzimas antioxidantes sdo a catalase,
superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e glutationa peroxidase. Como componentes com
acdo antioxidante, estd a prolina, tocoferol e vitamina C (EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019).

A ocorréncia de estresse oxidativo estd correlacionada com a reducao da qualidade
fisiologica das sementes. Porém, ¢ importante ressaltar que esta relacdo somente pode ser feita
quando a capacidade de mitigacdo de EROs por meio dos componentes antioxidantes também
¢ afetada. Quando hd aumento da produgdo de EROs, mas ndo ha aumento dos compostos
antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019).
Assim, a capacidade da semente de ativar a defesa antioxidante ¢ fundamental para evitar os

danos do estresse oxidativo.

O excesso de EROs ¢ prejudicial em sementes, pois afeta negativamente diversos
processos bioquimicos e metabolicos, tanto na quiescéncia quanto durante a germinacao
(CORBINEAU, 2012). Como exemplo, a perda da capacidade de prote¢ao contra EROs causa
danos através da peroxidacao lipidica e aumento na atividade respiratoria. Xu et al., (2022)
observaram que o envelhecimento acelerado causou a redu¢do das atividades das enzimas
catalase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase, além do aumento da concentragdo de

peroxido de hidrogénio em sementes de milho.

Sementes de alto vigor tendem a ter um metabolismo antioxidante mais ativo, e
conseguem aumentar sua quantidade de componentes antioxidantes para reduzir os danos as
sementes quando em condi¢des estressantes. Abreu et al. (2014) observaram que quando
submetidas ao estresse hidrico, sementes de linhagens de milho de maior vigor mantiveram a
atividade de enzimas antioxidantes. Em pesquisa desenvolvida por Prazeres, Coelho e Souza
(2021), a atividade de catalase durante a germinagao foi maior em sementes de milho de alto
vigor em estresse hidrico, em comparacdo a sementes de baixo vigor. Utilizando dois hibridos
de vigor contrastante em periodos diferentes de estresse por envelhecimento acelerado, Andrade
(2020) observou uma atividade antioxidante maior em sementes de alto vigor. Assim, €
importante determinar a dindmica do sistema antioxidante em sementes de vigor contrastante
para identificar se ha diferengas na concentracdo de EROs ou mudangas na atividade

antioxidante entre estes lotes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa, foi possivel identificar as diferencas fisioldgicas em sementes de vigor
contrastantes quando submetidas ao estresse por alta temperatura e umidade através do
envelhecimento acelerado. Os dois lotes de sementes apresentaram reducdo na qualidade
fisiologica quando submetidas a diferentes periodos de estresse. Porém, foi observado um efeito
menor do estresse em sementes de alto vigor, pois apresentaram um desempenho superior as
sementes de baixo vigor, sobretudo em niveis mais extremos de estresse. Isso confirma que as
sementes de alto vigor apresentam maior tolerancia ao estresse.

Por meio das andlises realizadas foi possivel identificar que as sementes de alto vigor
apresentaram maior taxa de uso e mobilizag¢ao de reservas em comparagao as sementes de baixo
vigor, e este pode ser o motivo do melhor desempenho geral do lote de alto vigor. Assim,
observa-se a importancia da utilizacdo de sementes de alto vigor para a obtencdo de um
estabelecimento adequado de plantas, especialmente em situacdes em que haja a previsdao de
ocorréncia de condigdes estressantes no desenvolvimento inicial.

Nas comparagdes bioquimicas nos lotes de vigor contrastante, foram obtidas
informagdes relevantes na dindmica do metabolismo de carboidratos para o entendimento do
vigor de sementes. Foi observada uma participagdo importante do teor de aglcares soluveis
totais no desempenho geral das sementes, em que sementes de alto vigor apresentavam maior
teor destes acucares quando submetidas ao estresse. Também foi observado que as sementes de
baixo vigor reduzem o amido em uma menor velocidade, e que este fator pode explicar a menor
disponibilizagdo dos acgucares soluveis para os embrides em crescimento, afetando o
desempenho de plantulas. Sementes de baixo vigor obtiveram maior atividade de -amilase
logo apos o estresse, € a atividade de a-glucosidase também foi maior em 4 DAS, porém este
fator ndo promoveu maior quantidade de actcares disponiveis. O teor de rafinose em embrides
de sementes de alto vigor foi menor na condi¢do de estresse no tempo inicial e T50 em 26 e
48%, respectivamente, indicando que o consumo deste agucar para esse lote ¢ uma estratégia
para a superacao de estresse.

Além disso, foi observado que o estresse por envelhecimento acelerado afeta alguns
parametros do metabolismo de carboidratos, em diferentes periodos da germinacdo. Nos dois
lotes, o estresse afetou negativamente a atividade de a-amilase e teor de sacarose no inicio da
fase 3 da germinacdo (T50), além de reduzir a disponibilidade de agucares soluveis totais a 4

DAS.
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Com relagdo ao metabolismo antioxidante, ndo foram observadas grandes mudangas
entre sementes de alto e baixo vigor na producdo de peroxidagdo lipidica, peréxido de
hidrogénio ou de algum componente antioxidante, e por isso, no caso deste trabalho, o
metabolismo antioxidante ndo foi determinante nas diferencas de desempenho das sementes.

Com base nos resultados apresentados foi possivel observar algumas estratégias
adotadas pelas sementes de alto vigor para a superacdo de estresses e producdo de plantulas
normais de forma mais rapida e uniforme, como a maior disponibilidade de actcares soluveis
totais independente das condig¢des de estresse, maior atividade de alfa-amilase em condigdes
extremas de estresse, e a dinamica mais eficiente de consumo de rafinose. Portanto, por meio
desta pesquisa ¢ de outras realizadas anteriormente, ¢ possivel elencar o teor de agucares
soliiveis como um fator de extrema importancia na avaliagdo do vigor de sementes pela sua
funcao durante a germina¢do. Em programas de melhoramento vegetal, este componente pode
ser um recurso para a avaliagao de vigor, sendo uma avaliagao rapida e de média complexidade.

Assim, as informagoes obtidas servem como base para a condugdo de pesquisas futuras
para aprofundar o entendimento do vigor através do metabolismo de carboidratos. Pode-se
identificar quais acucares especificos sdo mais atuantes na diferenciagao do vigor das sementes,
avaliar a expressdo genética diferencial de isoenzimas que realizam a hidrélise de reservas da
semente, e aprofundar o entendimento da dindmica de producdo e consumo dos

oligossacarideos da familia rafinose.
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