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RESUMO

O tratamento de sementes de milho € medida necessaria para protecdo inicial dos cultivos,
protegendo todo o potencial da semente. Embora seus beneficios sejam indiscutiveis, algumas
moléculas tém interferido na qualidade de sementes armazenadas, acelerando sua
deterioracdo. Objetivou-se avaliar o efeito de tratamentos inseticidas sobre a qualidade
fisiologica e a expressdo enzimética de sementes de milho ao longo do armazenamento. O
experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG), sendo as
andlises fisiologicas e enzimaticas realizadas no Laboratério Central de Anélise de Sementes,
da mesma instituicdo. Sementes dos hibridos 2B647 PW e SHS4070 foram tratadas e
armazenadas por nove meses. Os tratamentos quimicos consistiram na combinagdo de uma
calda padrédo, adotada pela empresa de sementes, com os inseticidas clotianidina, tiametoxam
e fipronil, em doses recomendadas pelos fabricantes. Para avaliar a qualidade fisiol6gica das
sementes foram utilizados os testes de germinacdo e o teste do frio sem solo. A expressao da
enzima catalase foi observada através da técnica de eletroforese em gel. Amostras de
sementes foram coletadas aos zero e nove meses de armazenamento para realizacdo dos
testes. Houve queda na germinacdo de sementes do hibrido 2B647 PW aos nove meses de
armazenamento para aqueles tratamentos com adicdo de inseticidas. Essa queda no
desempenho germinativo do hibrido ao fim do armazenamento também se repetiu no teste do
frio. O hibrido SHS 4070, por sua vez, ndo teve sua performance prejudicada pelos produtos
guimicos e armazenamento, de acordo com os testes de qualidade fisiologica. A expressdo da
enzima catalase nos dois hibridos foi maior no inicio do armazenamento para aqueles
tratamentos com adicdo de inseticidas. Aos nove meses de armazenamento, houve uma
reducdo da expressao dessa enzima. O inseticida tiametoxam prejudica a qualidade fisiologica
de sementes do hibrido 2B647 PW de forma mais acentuada que os demais tratamentos ao
final do periodo de armazenamento. Os inseticidas testados interferem na expressdo da
enzima catalase nos hibridos 2B647 PW e SHS 4070. Nao foi possivel afirmar que a catalase
é uma boa marcadora de qualidade fisioldgica de sementes de milho tratadas e armazenadas
ao longo de nove meses, havendo uma necessidade de mais estudos relacionados ao tema.

Palavras-chave: Zea mays; Eletroforese; Tratamento de sementes.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) representa um dos principais cereais cultivados em todo o
mundo, sendo amplamente utilizado na alimentacdo humana e animal e como matéria-prima
para industrias. No cenério produtivo do grdo, o Brasil se destaca como o terceiro maior
produtor mundial e segundo maior exportador (USDA, 2019). Na safra 2018/19, a producéo
nacional de milho se aproximou de 100 milhGes de toneladas (CONAB, 2019).

A posicdo de destaque do pais na cadeia produtiva do milho é derivada da
modernizacdo do sistema de cultivo, caracterizada pela adocéao de cultivares hibridas cada vez
mais produtivas, transgenia, uso de adubos e defensivos quimicos, modificacdo da densidade
de plantas e sua distribui¢do no campo, além do uso de sementes de alta qualidade (GALVAO
et al., 2014b). A semente é considerada o principal veiculo de transporte de tecnologia pois
carrega 0s maiores avangos obtidos nos campos do melhoramento genético e biotecnologia.
Considerando isso, € importante investir em tecnologias e processos que protejam todo esse
potencial que a semente carrega. Uma pratica que atua nesse sentido € o tratamento de
sementes.

O tratamento quimico de sementes é um processo amplamente adotado e permite a
protecdo das sementes contra agentes limitantes da produtividade como pragas e patdégenos
(BRUSTOLIN et al., 2017; FRANCA-NETO et al., 2015). A cultura do milho é atacada por
pragas durante todo seu ciclo e o tratamento das sementes com inseticidas é a opcdo de
manejo mais recomendada para lidar com as pragas de inicio de ciclo. Dentre os inseticidas
mais utilizados nestas situagdes estdo os neonicotinoides, como o tiametoxam e a clotianidina.
Outro inseticida eficaz contra pragas iniciais na cultura do milho € o fipronil, um fenilpirazol.

Quase que o total das sementes de milho hibrido comercializadas é tratado com
fungicidas ainda na industria. Cerca de 35% dessas sementes ainda recebem o tratamento
inseticida antes de serem comercializadas, antecedendo a etapa de armazenamento (NUNES,
2016). Entretanto, sabe-se que em algumas situagcdes, os produtos colocados sobre as
sementes podem prejudicar a qualidade, acelerando sua deterioracdo durante o periodo de
armazenamento (DEUNER et al. 2014; TONIN et al., 2014). Nestas situacdes, todo o esforco
para obtencdo de sementes de boa qualidade durante o processo de producdo das sementes é
perdido, assim como o potencial produtivo é impedido de se expressar.

Alteracdes bioquimicas sdo observadas durante o decorrer da deterioragdo fisiologica e

podem ser estudadas através do estudo de enzimas. Estas podem servir como indicadoras do
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processo deteriorativo da semente uma vez que participam em praticamente todas as reagoes
do metabolismo e ndo sdo modificadas durante o processo (TAIZ et al., 2017). Anélises
enzimaticas ainda possuem a vantagem de ter um maior potencial informativo sobre o estado
de qualidade da semente, e dentro deste contexto, podem ser valiosas em determinar qual
evento ou rota metabdlica podem estar sendo prejudicados por um produto quimico.

Embora existam na literatura, trabalhos relacionando a qualidade fisiologica com a
adicdo de produtos quimicos na semente e 0 armazenamento, ainda ha espaco para estudos
quando se fala das alteragdes bioquimicas que podem ocorrer devido a esses fatores. Por isso,
este trabalho avaliou o efeito de tratamentos inseticidas sobre a qualidade fisioldgica e a
expressdo da enzimatica catalase em sementes de milho ao longo do armazenamento. Assim,
pode-se utilizar o potencial que as analises enzimaticas tém de gerar informac6es para poder
entender a possivel acdo fitotoxica dos produtos sobre a reducdo da qualidade das sementes
tratadas com os mesmos, bem como verificar o potencial de uso da catalase como marcadora

do estado de qualidade das sementes nestas condigdes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura do milho e sua importancia

O milho, na classificacdo boténica, pertence a ordem Gramineae, familia Poaceae,
tribu Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. Com origem no teosinto (Zea mays ssp.), €
uma planta monoica, com inflorescéncia do tipo panicula (masculina) e espiga (feminina),
ciclo anual, alégama (polinizacdo cruzada), anemofila (polen transportado pelo vento) e
possui metabolismo fotossintético C4 (WERLE, et al. 2011), sendo amplamente cultivada nas
Américas e tendo grande importancia para o Agronegocio em relacdo a sua diversidade de
uso, sendo explorada para alimentacdo humana e animal, devido as suas elevadas qualidades
nutricionais, além de ser matéria prima para a industria (MORO; FRITSCHE-NETO, 2015).

A semente de milho, quando as condi¢cdes de temperatura e umidade sdo favoraveis,
germina em cinco ou seis dias (BRASIL 2002). Esta é classificada botanicamente como
cariopse, sendo formada basicamente por pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo é
uma camada fina e resistente que reveste a parte externa da semente. O endosperma é a maior
parte da semente e é revestido pelo pericarpo, sendo basicamente composto por amido e
outros carboidratos, tendo grande importancia no processo de germinacgéo. Por fim o embrido,
que se encontra ao lado do endosperma e possui primérdios de todos os 6rgdos da planta
desenvolvida, ou seja, ndo é mais do que a prépria planta em miniatura dentro da semente
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

A cultura do milho é das que ocupam maior area no mundo e tem crescido cada vez
mais. Isso € fruto dos avancos do melhoramento genético e adocdo de alta tecnologia em
diversos setores que, atreladas a novas técnicas de manejo, aperfeicoam o sistema de
producdo. O milho é o grdo mais produzido no mundo, com aproximadamente 1,1 bilhdo de
toneladas do grdo (FAO, 2019). O maior produtor, a nivel mundial, ¢ o EUA com uma
producdo de 371 milhdes de toneladas, seguido pela China com 259 milhdes de toneladas e
ocupando o posto de terceiro maior produtor vem o Brasil, com uma producdo de 94 milhdes
de toneladas (USDA, 2019).

Devido a diferencas na sazonalidade climética, caracteristica do Brasil, algumas
regides produzem apenas uma safra de milho por ano, mas ampliando a visdo para um cenario
geral, o milho pode ser cultivado em duas diferentes épocas do ano. A primeira safra é
conhecida como safra de verdo, onde compreende a semeadura entre setembro e dezembro,

aproveitando as boas condicGes climéticas para obter altas produtividades. A segunda safra,
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outrora chamada de safrinha devido a baixas produtividades e menores investimentos
empregados gragas as incertezas climaticas, € semeada de janeiro a marco e hoje é a principal
safra do Brasil, atingindo produtividades muito superiores as da primeira safra. Na safra de
2018/19, o Brasil teve a segunda safra como responsavel por cerca de 2/3 do total de sua
producdo total do cereal, confirmando a importancia da mesma para o cultivo do milho
(CONAB, 2019).

A segunda safra possui condicdes climaticas incertas e um tanto desfavoraveis para a
cultura. Gragas a adocao de alta tecnologia em diversos setores e em um numero maior de
areas, 0 sucesso da alta produtividade de milho na segunda safra tem se consolidado cada vez
mais. Grande parte deste mérito esta relacionado com a obtencdo e uso de sementes de boa
qualidade, ja& que a semente é o principal insumo agricola, servindo como veiculo de
tecnologia gerada e permitindo um adequado estabelecimento dos cultivos e propiciando uma

renda elevada ao produtor.

2.2. Tratamento de sementes

Na cultura do milho sdo comuns os tratamentos quimicos como medida fitossanitaria.
O tratamento de semente, por ser aplicado diretamente na semente e em pouca quantidade, se
faz econdmico, de facil aplicacdo, menos prejudicial ao ambiente e mais seguro ao homem,
guando comparado com o uso tradicional de aplicacdo de produtos na forma de pulverizacédo
foliar. Além disso, o tratamento quimico de sementes é considerado uma das medidas mais
eficientes no controle de pragas e patdgenos que afetam a emergéncia de plantulas e o seu
desenvolvimento inicial (ALBUQUERQUE et al., 2006), o que aumentard a garantia de um
bom estande de plantas na area cultivada.

De forma geral, o tratamento de sementes € a aplicacdo de diferentes processos e
substancias que preservem o desempenho das sementes, permitindo a expressao maxima do
potencial genético das culturas. Em sentido restrito, o tratamento de sementes refere-se a
aplicacdo de produtos quimicos eficientes no controle de patogenos e pragas (MENTEN;
MORAES, 2010).

Dentre os diferentes produtos para tratamento de sementes estdo os fungicidas e os
inseticidas. Hoje, no Brasil, cerca de sessenta e cinco produtos comerciais estdo registrados
para uso em tratamento de sementes de milho (BRASIL, 2019).0s inseticidas, como ja citado
anteriormente, sdo de estrema importancia para o controle das pragas que afetam o

desenvolvimento inicial e a emergéncia das plantulas. Dentre os inseticidas mais utilizados
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para o tratamento de sementes estdo 0s neonicotinoides, como o tiametoxam e a clotianidina,
e os fenilpirazois, como o fipronil.

Os neonicotinoides sdo um grupo de inseticidas que atuam sobre o sistema nervoso do
inseto como agonistas da acetilcolina, possuem acdo sisttmica e bom efeito residual
(TOMLIN, 2009). Tiametoxam e clotianidina s&o neonicotinoides registrados para uso na
cultura do milho, recomendados para controle de pragas iniciais como coré (Liogenys fuscus),
cigarrinha do milho (Dalbulus maidis), cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta), lagarta-
elasmo (Elasmopalpus lignosellus) e percevejo-barriga-verde (Dichelops spp.) (BRASIL,
2019).

O sistema de producéo agricola tem sofrido mudancas ao longo do tempo. Assim pode
se observar o crescimento populacional de pragas antes chamadas de secundarias, exemplos
sdo 0s percevejos barriga-verde (Dichelops spp.) e o marrom (Euschistus heros) (QUINTELA
et al., 2006). Com o crescimento da relevancia destas pragas, alguns neonicotinoides como o
tiametoxam e clotianidina, passaram a serem mais utilizados (AVILA; DUARTE, 2012). A
boa eficiéncia de controle de populacGes de percevejos pode ser relacionada com o tratamento
de sementes com estes produtos, também associado a aplicacdo em pds-emergéncia
(BRUSTOLIN et al., 2012).

O fipronil é um inseticida neurotdxico, que assim como 0s neonicotinoides, é indicado
para 0 milho. Ele funciona como antagonistas do GABA (&cidogama-aminobutirico) ao
atingirem os insetos. Este vem sendo utilizado em manejos alternativos para a resisténcia de
insetos a organofosforados, piretréides e carbamatos. Tem efeito sistémico, é facilmente
absorvido pela planta, tem boa acgdo sobre os insetos e boa lipofilicidade (GUNASEKARA et
al., 2007), sendo bem recomendado para o controlar o coré (Phyllophaga cuyabana) e lagarta-
elasmo (Elasmopalpus lignosellus) na cultura do milho (BRASIL, 2019).

O tratamento de sementes de milho com produtos quimicos, como moléculas
fungicidas e inseticidas, ja € amplamente adotado, sendo feito de forma industrial em sua
maioria, antes das sementes passarem para 0 armazenamento. No entanto, alguns ingredientes
ativos tém interferido na qualidade das sementes, podendo levar ao aumento de sua
deterioracdo (DEUNER et al. 2014; TONIN et al., 2014). Assim, a reducdo da qualidade das
sementes pode acarretar perda de produtividade e por consequéncia um menor lucro com a
atividade.

Embora recomendado para o tratamento de sementes, o inseticida fipronil pode causar
fitotoxidez no milho e acarretar aumentos percentuais de plantulas anormais e mortas, raizes

menores, menor tamanho da parte aérea de plantulas e uma quantidade de massa seca também
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reduzida (ESPINDOLA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2001). O tratamento com o fipronil
também trouxe efeitos negativos para plantas de soja, como a redu¢do no tamanho das raizes
(DAN et al., 2010). Misturas de produtos sdo comuns, porém, no caso de neonicotinoides em
soja, ao serem misturados com outros ingredientes ativos, prejudicou tanto a germinacgéo
quanto o desenvolvimento da fase inicial da cultura (CUNHA et al., 2015).

O mau desempenho da cultura relacionado ao tratamento com inseticidas provém de
um estresse oxidativo, gracas a formacao de especies reativas de oxigénio (EROs) (SHAKIR
etal., 2018; BASHIR et al., 2007). Uma pequena quantidade do oxigénio consumido (2 a 5%)
é reduzido, produzindo uma variedade de substancias quimicas altamente reativas, sendo estas
denominadas EROs (DAMASCENO et al., 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). As
ERO podem provocar injaria tecidual e, em altas concentracdes, danificar organelas celulares,
acidos nucleicos, lipideos e proteinas (VALKO et al., 2007), causando um incremento ao
processo deteriorativo das sementes (MCDONALD, 1999). A elevada producgdo de perdxido
de hidrogénio (H202) e os sinais da peroxidagdo de membranas podem ser observados em
tecidos de plantas expostos aos inseticidas em variadas concentracfes (AKSAKAL, 2018;
SHAKIR et al., 2018).

Nem sempre as sementes sdo produzidas e logo em seguida utilizadas, necessitando do
armazenamento das mesmas. Neste caso, deve-se ter uma maior atencdo ao armazenamento
das sementes tratadas por periodos de tempo extenso. Assim as condi¢es de armazenamento
das sementes podem alterar o comportamento do produto utilizado para o tratamento sobre as
sementes(DEUNER et al., 2014; MAGALHAES, 2013).

A qualidade das sementes pode ser aferida de diferentes formas. Testes comuns de
germinacdo e vigor podem ser utilizados para entender a expressao e a atividade de enzimas
(CARVALHO et al. 2014). Levando em consideracdo o potencial informativo, as analises
enzimaticas oferecem uma maior seguranca quanto ao estado de qualidade da semente, sendo
assim, a possibilidade de se elucidar diferentes rotas metabdlicas e processos enzimaticos,
pode ajudar a correlacionar os niveis de fitotoxidez com a perda de qualidade das sementes
(GALVAO et al. 2014).

Diferentes enzimas podem ser avaliadas e relacionadas a qualidade da semente,
incluindo a catalase. As enzimas peroxidase e catalase sdo importantes removedoras de
radicais livres, atuam na desintoxicacdo celular e auxiliam na reducgdo de danos oxidativos
(LEHNINGER, 2006). A catalase (EC 1.11.1.6) é uma metaloproteina que catalisa a
decomposi¢do do H>0, formado nas células, em H>0 e O, (2H20>—catalase— 2H>0 + O>), ou

seja, € uma enzima que atua sobre as EROs, catalisando a reducdo de H2O2 em agua e Oa,
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sendo assim, atividade da catalase é indispensavel para a desintoxicacdo das EROs em
condicBes de estresse severo (BARBOSA et al., 2014; DUBEY, 2010). Em casos onde h&
estresse de tecidos vegetais expostos a produtos, como inseticidas, pode ser observado um
aumento na atividade desta enzima, em uma tentativa de protecdo contra a formacdo de
radicais livres (YILDIZTEKIN et al., 2019). Autores observaram uma reducdo na atividade da
enzima em sementes tratadas com deltametrina, um inseticida piretroide, onde as causas mais
provaveis sdo inibicdo da sintese da enzima e danos estruturais causados pela acdo dos
radicais livres (BASHIR et al., 2007).

O tratamento quimico como uma medida de seguranca da qualidade da semente é algo
constatado pela ciéncia. Existe uma grande gama de produtos quimicos registrados para o
tratamento de sementes de milho, por isso, estudos que promovem o entendimento da acdo
destes produtos sobre a qualidade das sementes se mostram mais do que necessarios. Assim, a
validacdo de técnicas que permitam estes estudos, como testes com isoenzimas, sdo de grande
interesse e tém sido apresentados como promissores, ajudando a entender as causas da perda

de qualidade das sementes tratadas.

2.3. Armazenamento de sementes

O armazenamento tem como funcdo principal preservar as qualidades iniciais de um
determinado produto, evitando sua deterioracdo. Em outras palavras, manter a qualidade das
sementes enquanto as mesmas estiverem sob armazenamento. Condi¢Ges adequadas de
armazenamento ndo melhoram a qualidade da semente, mas é uma técnica que propicia
retardar a perda de qualidade, pela inibicdo do desenvolvimento de microrganismos
prejudiciais e retardando a deterioracao fisiolégica (BEWLEY et al., 2006).

O armazenamento é uma etapa tdo importante quanto todo o resto da cadeia produtiva,
pois as sementes ndo se restringem apenas a um insumo, mas sim um pacote tecnolégico de
alto valor agregado. Acredita-se que as condigdes ideais para a conservacdo de sementes de
milho sdo aquelas que combinam temperaturas abaixo de 20°C e teor de dgua das sementes
em torno de 12% (MAEDA et al., 1987). Como a tecnologia vem sendo aprimorada cada dia
mais, o0s estudos quanto a condi¢Bes de armazenamento de sementes devem sempre continuar.

A deterioracdo das sementes inicia-se a partir da maturidade fisiologica e culmina com
a perda da capacidade germinativa, gracas a diversas alteragdes naturais fisicas, bioquimicas e
fisiologicas, culminando em um envelhecimento e eventualmente na morte da semente

(MARCOS FILHO, 2015), fato que é agravado quando as condi¢Ges de armazenamento séo
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duvidosas. Atualmente, a identificacdo precoce de processos degenerativos em sementes € um
dos principais objetivos da tecnologia de sementes, pois varios fatores podem acelerar a
deterioracdo como a umidade, temperatura, tipo de embalagem e o tempo de armazenamento.
Testes tradicionais para determinacdo da germinacdo e vigor tém buscado encontrar novas
caracteristicas que possibilitem a detec¢do da deterioracdo em seus primardios.

Conforme o periodo de armazenamento aumenta é esperada uma reducdo em
qualidade fisiologica da semente, observados através da germinacdo e teste de vigor. As
condi¢cdes ndo controladas em sementes de milho causam maior deterioracdo do que em
condigdes de refrigeracdo (HEBERLE et al., 2019). Temperaturas menores ocasionam uma
melhor manutencdo das qualidades iniciais da semente gracas a uma reducdo da velocidade
metabolica e diminuindo o gasto das reservas, permitindo que as sementes sejam preservadas
por mais tempo (AGUIAR et al., 2012).

O teor de agua das sementes estd diretamente relacionado com as condigOes
ambientais em que sdo armazenadas, como a temperatura e umidade relativa do ar.
Considerando a agua como um fator de extrema importancia, um teor elevado de agua,
combinado a elevadas temperaturas, além de favorecer processos respiratorios das sementes,
também estimula atividade de microrganismos e de insetos-praga (VILLELA; MENEZES,
2009).

Mesmo havendo riscos a integridade das sementes faz-se aplicacdo de produtos antes
do armazenamento, pois 0s produtos fitossanitarios podem preservar a integridade da semente
contra fungos e insetos ao longo do tempo de armazenamento. Sementes de milho tratadas e
armazenadas por longos periodos podem levar o tiametoxam e imidacloprido + tidiocarbe a
causarem perda de parametros fisiol6gicos, como a redugdo no vigor (TONIN et al., 2014;
LORENZETTI et al., 2014; MAGALHAES, 2013).A reducdo da germinacdo também pode
ser observada, apresentando variacdo em funcdo do produto e do tempo em que as sementes
permaneceram armazenadas (DEUNER et al., 2014).

Conforma a semente vai perdendo qualidade fisioldgica, devido ao processo de
deterioracdo, alteragcbes bioquimicas também podem ser observadas. Logo, processos
bioquimicos de deterioracdo podem ser observados mesmo antes do inicio da perda de
qualidade fisiologica, mostrando que a avaliagdo da atividade enzimatica relacionada a
biossintese de tecidos novos sdo avaliagcbes mais sensiveis para se detectar o inicio do
processo de deterioracdo (COPELAND; MCDONALD, 2001), ja que as enzimas perdem

eficiéncia catalitica durante a deterioracao.
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O tempo de exposi¢do das sementes e as condigdes ambientais do armazenamento, se
ndo forem adequados, podem acentuar a deterioragéo, levando a uma reducdo das atividades
de enzimas relacionadas a respiracdo celular, causando problemas em seu funcionamento
(CAIXETA et al., 2014). Assim, a correlacdo das enzimas com 0 processo de deterioracdo
pode nos mostrar o parecer inverso, quando ha uma maior atividade enzimatica espera-se uma
menor taxa de deterioracdo da semente, por conseqiiéncia, uma conservagéo de sua qualidade
fisioldgica.

O oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e producdo de energia
para 0 metabolismo celular (COMHAIR; ERZURUM, 2002), mas a presenca do oxigénio
reduzido forma os conhecidos EROs. Para combater estes EROs existem agentes
antioxidantes enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT), ja
descrita no topico anterior. Com o prolongamento da exposicdo de sementes a condi¢des ndo
ideais de armazenamento, pode-se ter reducdo na atividade destas enzimas antioxidantes,
tornando as sementes mais suscetiveis a deterioracdo pelas espécies reativas de oxigénio,
perdendo sua viabilidade (CARVALHO et al., 2014). Assim, faz-se importante a juncéo de

bons fatores de armazenamento para a boa manutencéo da qualidade da semente.
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3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG), sendo as analises fisiol0gicas e enzimaticas
realizadas no Laboratorio Central de Anélise de Sementes, da mesma instituicdo. A empresa
Helix Sementes cedeu para uso como material experimental, sementes do hibrido simples de
milho 2B647PW e hibrido duplo SHS4070, classificadas em peneira CH20/64.

Os tratamentos consistiram em uma calda padrdo adotada pela Helix Sementes
associada a diferentes inseticidas recomendados para o tratamento de sementes de milho. A
calda padréo é composta por 81% de agua, 17% de Carbendazim + Thiram, 1% de Pirimifos-
metilico e 1% de Deltametrina. Estes produtos foram incorporados a semente de forma

manual, utilizando sacos plasticos.

Quadro 1 — Detalhes sobre inseticidas utilizados no experimento.

) o o Dose recomendada % doi.a. no
Ingrediente ativo (i.a.)  Grupo quimico ] )
doi.a. produto comercial
o o 210 g i.a./100 kg de
Clotianidina Neonicotinoide 60%
semente
] o 210 g i.a./100 kg de
Tiametoxam Neonicotinoide 35%
semente
] ] o 62,5 g i.a./100 kg de
Fipronil Fenilpirazol 25%
semente

Fonte: Do autor (2019).

Os inseticidas utilizados em associacdo a calda padrdo para composicdo dos
tratamentos experimentais foram a Clotianidina (Poncho®), Tiametoxam (Cruiser® 350 FS) e
Fipronil (Shelter®). Deste modo, foram quatro os tratamentos avaliados: Calda Padrdo (CPa),
Calda Padrdo + Clotianidina (CPo), Calda Padrdo + Tiametoxan (CCr) e Calda Padrdo +
Fipronil (CSh). Detalhes dos inseticidas utilizados s&o exibidos no Quadro 1. As doses
utilizadas dos inseticidas estdo dentro daquelas recomendadas pelos seus fabricantes.

Ap0s o tratamento, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel multifoliado
semipermeaveis, colocados sobre estrado de madeira em um armazém convencional, sem
controle de condi¢Bes ambientais. O armazém em questdo é um galpdo coberto com telhas de

aco galvanizado localizado no Setor de Grandes Culturas da Universidade Federal de Lavras.



23

Parte das sementes tratadas permaneceu armazenada por nove meses. A outra parte ndo
passou pelo armazenamento, sendo logo utilizada para os testes de qualidade fisioldgica.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e disposto em
esquema fatorial 2x2x4, considerando dois hibridos, dois periodos de armazenamento (zero e
nove meses) e quatro tratamentos quimicos. Aos zero e nove meses de armazenamento,
amostras de sementes referentes a cada época de avaliacdo foram coletadas para realizacéo
das andlises de qualidade fisiologica e analises enzimaticas. Para as analises enzimaticas, que
foram realizadas em conjunto, para todos os tratamentos, ao final do experimento, as
sementes foram armazenadas em Deep Freezer a -86 °C, até a realizacdo das determinacdes.

Os testes utilizados para avaliar a qualidade fisiologica das sementes foram o teste de
germinacao e o teste do frio sem solo.

O teste de germinacdo foi realizado utilizando papel germitest umedecido com agua
em proporcdo de 2,5 vezes a sua massa. Foram realizadas quatro repeticdes de 50 sementes,
em germinador regulado em temperatura de 25°C. A contagem da germinacéo foi realizada
apos 7 dias. As plantulas foram classificadas em normais, anormais e sementes mortas e o
resultado foi expresso em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Para o teste do frio sem solo foi utilizado o papel germitest umedecido com agua,
assim como foi feito para o teste de germinacdo. Também foram utilizadas quatro repeticGes
de 50 sementes. Os rolos foram colocados em sacos plasticos e mantidos em camara fria
regulada a 10 °C, durante sete dias. Apés este periodo, os rolos foram retirados dos sacos
plasticos e levados para germinador regulado & 25°C, durante quatro dias (CICERO; VIEIRA,
1994). Em seguida foi feita a avaliacdo das plantulas considerando-se somente plantulas
normais.

A analise da expressdao da enzima catalase também foi realizada, utilizando-se da
técnica de eletroforese. Amostras de 100 gramas de cada tratamento foram trituradas com o
uso de PVP e nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas a temperatura de -86°C. Para
a extracdo da enzima foi utilizado o tampédo Tris-HCI 0,2M 8 pH 8,0 + 0,1% -
Mercaptoetanol, na propor¢cdo de 250uL para 100mg de sementes. O material foi
homogeneizado em vortex e mantido por 12 horas em geladeira, seguido de centrifugagéo a
14.000 rpm por 60 minutos em temperatura de 4°C. Os géis foram preparados de acordo com
metodologia propostas por Alfenas (2006). A corrida eletroforética foi feita em geis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). Foram aplicados 50 pL do

sobrenadante das amostras no gel e efetuou-se a corrida em voltagem de 150V por 6 horas.
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Os dados obtidos pelos testes de qualidade fisioldgica passaram por analise de
variancia e suas médias comparadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. A estatistica
foi realizada por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2011). Os dados de expressdo
enzimatica foram interpretados com base na analise qualitativa dos géis, levando em
consideracgdo a presenca/auséncia e intensidade das bandas eletroforéticas. Como auxilio para
interpretacdo dos géis utilizou-se o software ImageJ® (SCHNEIDER et al., 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os fatores Hibridos, Armazenamento, Hibrido x
Armazenamento, Armazenamento X Tratamento e Hibrido x Armazenamento x Tratamento
para as variaveis germinacdo (GE) e teste do frio (TF), sendo que o fator Tratamento quimico
e Hibrido x Tratamento sé apontou significancia para o teste a frio (TF) (Tabela 1). Essa
interacdo também é observada em outros trabalhos na literatura. Alteragdes na qualidade
fisioldgica de sementes de milho dependem do hibrido avaliado, periodo ou condicdes de

armazenamento e produto aplicado (TONIN et al., 2014).

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

- QM

Fontes de variacdo GL

GE TF
Hibrido 1 317,998 ** 1736,076 **
Periodo de armazenamento 1 354,663 ** 821,753 **
Tratamento 3 9,064 NS 236,705 **
Hibrido x Armazen. 1 220,003 ** 738,005 **
Hibrido x Tratamento 3 7,288 NS 05,451 **
Armazen. X Tratamento 3 19,509 ** 100,007 **
Hibrido x Armazen. x Trat. 3 21,286 ** 133,146 **
Residuo 48 6,694 ** 13,472 **
Total 63
Média 96 92
CV % 2,69 3,99

NS ndo significativo;** significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: do autor (2019).

H& reducdo da germinacdo de sementes do hibrido 2B647 PW aos nove meses de
armazenamento para aqueles tratamentos com adicdo de inseticidas (Tabela 2). Para esse
hibrido, os inseticidas Tiametoxan e Clotianidina levaram a um desempenho germinativo
menor do que Fipronil e tratamento padrdo. A germinacdo apds o teste do frio também foi
menor para aquelas sementes armazenadas por nove meses. Nesta situacdo, o tratamento com

Tiametoxan levou ao pior desempenho dos tratamentos quimicos avaliados.
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O hibrido SHS 4070 ndo foi sensivel aos efeitos dos produtos quimicos e
armazenamento. Nao foram observadas diferencas significativas entre as médias encontradas
(Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de germinacdo (GE) e teste de frio (TF) em sementes dos hibridos de
milho 2B647PW e SHS4070, submetidas a diferentes tratamentos quimicos e
periodos de armazenamento.

GE TF
Hibrido Tratamento Periodo de armazenamento (meses)
0 9 0 9

CPat 97 Aa 94 Aa 93 Aa 82 Bb

CPo 99 Aa 86 Bb 95 Aa 95 Aa
2BoA7PW CCr 99 Aa 89 Bb 93 Aa 68 Cb

CSh 98 Aa 91 ABb 95 Aa 76 Bb

CPa 100 Aa 98 Aa 97 Aa 96 Aa

CPo 99 Aa 98 Aa 100 Aa 99 Aa
SHS 4070 CCr 100 Aa 98 Aa 95 Aa 96 Aa

CSh 97 Aa 98 Aa 99 Aa 99 Aa

Meédias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, para cada hibrido, néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
1CPa =calda padrdo; CPo =calda padrdo + Poncho®; CCr =calda padrdo + Cruiser®; CSh =calda
padrdo + Shelter®.

Fonte: do autor (2019).

O Teste de Tukey apresenta caracteristicas mais conservadoras, sendo mais rigoroso e
aumentando a dificuldade de se detectar diferenca entre os tratamentos. Desta forma, hd um maior
controle do erro Tipo |, que esta relacionado a rejeicao da nossa hipotese (Ho) como sendo verdadeira.

A expressdo da enzima catalase nos dois hibridos avaliados foi maior no inicio do
armazenamento para aqueles tratamentos com adi¢éo de inseticidas (Figuras 1 e 2), sugerindo
um estresse oxidativo gerado pelo contato destes com as sementes.
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Figura 1 — Expressdo da enzima catalase em sementes do hibrido 2B647PW, tratadas com
diferentes produtos quimicos e armazenadas por 0 e 9 meses.

__ 20000
E —
z 16000
R = =
O
5 12000
=
v = 8000
w
(@]
<L
1 A 4000
' o
“ *‘ : RENNR
’ o 0
CPa CPo CCr CSh CPa CPo CCr CSh
0 meses 9 meses

CPa = calda padrdo; CPo = calda padrdo + Poncho®; CCr = calda padrdo + Cruiser®; CSh = calda
padrdo + Shelter®.
Fonte: do autor (2019).

Aos nove meses de armazenamento, ha uma reducdo da expressao dessa enzima, o que
sugere um estado avancado de deterioracdo das sementes. Segundo McDonald (1999),
algumas das alteracOes ocorridas e relacionadas com a deterioracdo séo a producgéo de radicais
livres ou espécies reativas do oxigénio (EROs) que promovem dano na estrutura das enzimas,
consequente perda de suas fungdes e reducdo da sintese de novas proteinas.

Os padrdes eletroforéticos obtidos reforcam os resultados encontrados nos testes de
qualidade fisioldgica para o hibrido 2B647PW, indicando que a reducdo na expressdo das
enzimas estd ligada a deterioracdo das sementes, identificada por meio da reducdo da
germinacdo e vigor das sementes do hibrido ao final do armazenamento. A catalase atua na
desintoxicacdo celular e a reducdo de sua expressdo, ao longo do armazenamento, demonstra
que houve reducédo da capacidade de prevencdo de danos oxidativos. Heberle et al. (2019)
também observaram alteraces enzimaticas trabalhando com armazenamento de sementes de
milho. Estes autores notaram que a atividade enzimatica da peroxidase, catalase e a-amilase

decrescem com o aumento da deterioragéo fisiologica.
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Figura 2 — Expressdo da enzima catalase em sementes do hibrido SHS 4070, tratadas com
diferentes produtos quimicos e armazenadas por 0 e 9 meses.
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CPa = calda padréo; CPo = calda padrdo + Poncho®; CCr = calda padrdo + Cruiser®; CSh = calda
padrdo + Shelter®.
Fonte: do autor (2019).

Para o hibrido SHS4070, a reducdo na expressdo da enzima catalase aos nove meses
de armazenamento contraria os resultados encontrados para germinacdo (GE) e teste do frio
(TF), onde o hibrido, ao fim do armazenamento, manteve comportamento semelhante aquele
constatado no inicio do armazenamento. Este fato € explicado pela sequéncia dos eventos
deteriorativos que ocorrem em uma semente, onde mudancas bioguimicas podem ser
observadas antes mesmo de contabilizar decréscimos em pardmetros como germinacdo e
vigor (MARCOS-FILHO, 2015).

Spinola et al. (2000) concluiram que alteracGes eletroforéticas em algumas das
isoenzimas estudadas por eles, foram mais efetivas em indicar o estado deteriorativo das
sementes do que os testes de qualidade fisiolégica comuns. Essa maior sensibilidade a
deterioracdo credencia as enzimas como bons marcadores moleculares para monitorar e

caracterizar a qualidade de sementes.
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5. CONCLUSOES

Diferencas na qualidade das sementes dependem de diversas varidveis como o tipo de
produto, hibridos e periodo de armazenamento.

O inseticida Tiametoxam apresentou o pior desempenho comparado aos demais
tratamentos. Porém, todos os tratamentos, de alguma forma, alteraram a qualidade fisiol6gica
das sementes do hibrido 2B647PW ao final do armazenamento.

Os inseticidas avaliados levam ao aumento da expressao da enzima catalase para 0s
hibridos 2B647 PW e SHS 4070, sugerindo estresse oxidativo.

N&o foi possivel afirmar que a enzima catalase ¢ uma boa marcadora da qualidade de
sementes de milho tratadas e armazenadas, devido ao conflito de resultados entre a perda de
qualidade fisiologica e a expressdo da enzima catalase nos dois hibridos testados, havendo

uma necessidade de mais estudos relacionados ao tema.
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