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RESUMO - Sementes de milho maduras, sob condigdo de secagem natural, perdem
agua lentamente e tornam-se mais tolerantes a temperaturas de secagem mais elevadas,
em conseqiiéncia da ocorréncia de mudangas fisicas, fisiologicas e bioquimicas. O obje-
tivo do presente trabalho foi investigar os efeitos do pré-condicionamento de sementes
de milho, por meio de pré-secagem sob temperatura de 35°C, sobre a tolerancia a seca-
gem a 50°C. Para tanto, sementes de milho de trés cultivares, colhidas com teores de
agua de 42,3%, de 37,2% e de 34,2%, foram submetidas a pré-secagem a 35°C (pré-
condicionamento), por periodos de 0, 4, 8 16, 24, 32, 40, 48 ¢ 56 horas, antes da secagem
conduzida a 50°C até 12% de teor de 4gua. Apos os periodos de pré-condicionamento,
embrides foram analisados quanto aos contetidos de glicose, sacarose e estaquiose. ApOs
a secagem a 50°C, as sementes foram avaliadas por testes de germinacao, de primeira
contagem de germinac¢do, de frio, de condutividade elétrica, de peso de matéria seca de
plantula e de comprimento de plantula. Em uma das cultivares foi determinada a ativida-
de da enzima a-amilase. As sementes recém colhidas sdo tolerantes a 35°C e intolerantes
a 50°C, mas tornam-se tolerantes a essa temperatura apos a pré-secagem a 35°C (pré-
condicionamento) até que atinjam teores de agua entre 25,3 e 28,5%. As sementes into-
lerantes a 50°C apresentam menores germinagao, vigor e atividade enzimatica. Coinci-
dentemente com a aquisi¢do de tolerancia a 50°C, ocorrem a diminuicdo de glicose e o
aumento de rafinose; o contetido de sacarose parece nao sofrer alteragdo durante a tran-
si¢ao do estado de intolerancia para o de tolerancia.

Palavras-chave: secagem artificial, tolerancia a dessecacdo, qualidade fisioldgica, acu-
cares, Zea mays L.

INDUCTION OF TOLERANCE TO HIGH DRYING TEMPERATURE IN
CORN SEEDS THROUGH PRE-CONDITIONING AT LOW
TEMPERATURE

ABSTRACT - Mature corn seeds, under natural drying conditions, lose water slowly
and become more tolerant to higher drying temperatures in consequence of the occurrence
of physical, physiological and biochemical changes. The aim of the present work was to
investigate the effect of the pre-conditioning of corn seeds by means of pre-drying, under
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temperature of 35°C on the drying tolerance at 50°C. So, corn seeds of three cultivars
harvested with water contents of 42.3%, 37.2% and 34.2%, were submitted to pre-drying
at 35°C (pre-conditioning) for periods of 0, 4, 8 16, 24, 32, 40, 48 and 56 hours before
the drying, conducted at 50°C up to 12% of water content. After the pre-conditioning
periods, embryos were analyzed as to the contents of glucose, sucrose and stachiose.
After drying at 50°C, the seeds were evaluated trough tests of germination, first count,
cold test, test of electric conductivity, dry weight and seedling length. In one of the
cultivars, the activity of the oi-amilase enzyme was determined. The freshly collected
seeds are tolerant at 35°C and intolerant at 50°C but they become tolerant to that
temperature after pre-drying at 35°C (pre-conditioning) till they reach water contents
between 25.3 and 28.5%. The seeds intolerant at 50°C present poorer germination, vigor
and enzyme activity. Concomitantly with the acquisition of tolerance at 50°C, the decrease
of glucose and the increase of raffinose take place. Sucrose content seems not to suffer
any changes during the transition of the state of intolerance to that of tolerance.

Key words: artificial drying, tolerance desiccation, physiological quality, sugars, Zea

mays L.

Sementes maduras de milho, a medida
que sofrem desidratagdo natural, tornam-se tole-
rantes a temperaturas de secagem elevadas
(Herter & Burris, 1989b; Chen & Burris, 1990 e
1991), em conseqiiéncia de mudangas fisicas, fi-
siologicas e bioquimicas que ocorrem juntamen-
te com a redug¢do do teor de dgua. O entendimen-
to dessas mudangas ¢ de fundamental importan-
cia para o desenvolvimento de metodologias de
secagem de sementes de milho colhidas em espi-
gas com altos teores de agua.

A literatura destaca a importancia da se-
cagem para a aquisicdo de germinabilidade
(Dasgupta & Bewley, 1982; Kermode & Bewley,
1989; Misra et al., 1985; Bewley et al., 1989,
Oishi & Bewley, 1990; Burris et al., 1997; Rosa
et al.,2000b). A producao de enzimas essenciais
a degradacao de reservas, durante a fase de ger-
minacao ocorre em resposta a secagem prematu-
ra. Durante o desenvolvimento da semente, a ca-
mada de aleurona serve para o estoque de reser-
vas enquanto que, na germinag¢ao, constitui-se em
fonte de enzimas para a mobiliza¢do das reser-
vas (Fincher, 1989). A ai-amilase € importante na
hidrolise do amido e sua produgdo, pela camada

de aleurona em sementes de cereais, que normal-
mente nao ocorre em resposta ao acido giberélico
(GA,)), a ndo ser que a semente entre na fase de
secagem pds-maturacao ou seja submetida a se-
cagem artificial, em estadios precoces do seu de-
senvolvimento (Armstrong et al., 1982; Rosa et
al., 2000b).

Os mecanismos responsaveis pela aqui-
sicao de tolerancia a dessecagdo, em sementes
ortodoxas, podem incluir: a) o acumulo de agu-
cares nao redutores, os quais podem estabilizar
membranas e proteinas em sementes secas (Chen
& Burris, 1991; Bochicchio et al., 1994;
Bochicchio et al., 1996; Brenac et al., 1997;
Wolkers et al., 1998) ou promover a formagao
de uma fase vitrea no citoplasma (Williams &
Leopold, 1989; Bruni & Leopold, 1992; Sun et
al., 1994); b) a sintese de proteinas hidrofilicas
defensivas, estaveis ao calor e que sdo induzidas
por acido abscisico (Blackman, Obendorf &
Leopold, 1995; Thomann et al., 1992); c) a pre-
senga de sistemas de protecao contra o ataque de
radicais livres durante a dessecagdo (Bewley,
1979; Leprince et al., 1990, 1994, e 1995;
Hoekstra et al., 1997; Nkang et al., 2000).
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Tecidos tolerantes a dessecagdo e orga-
nismos anidrobidticos, que sobrevivem na ausén-
cia de agua, apresentam altas concentragdes de
sacarose e oligossacarideos, como estaquiose ¢
rafinose e auséncia ou baixas concentragoes de
monossacarideos redutores, como a galactose,
manose, glucose e frutose (Blackman et al.,
1992). Estudos (Koster & Leopold, 1988; Chen
& Burris, 1990; Leprince et al., 1992 e Crowe et
al., 1997) sugerem que altas concentragdes de
agucares nao redutores podem atuar no mecanis-
mo de prote¢do contra os efeitos da dessecagao,
estabilizando membranas e mantendo sua dupla
camada, mesmo na auséncia de agua. A
plasmalema e as membranas intracelulares pare-
cem ser o local primario das lesdes comuns de
danos induzidos por dessecagao de tecidos into-
lerantes (Hoskstra & van Roekel, 1988; Koster
& Leopold, 1988; Herter & Burris, 1989a;
Hoekstra et al., 1997 e Rosa et al., 2000a).

Brenac et al. (1997) concluiram que a
gradual aquisi¢do de tolerancia a dessecagdo em
sementes inteiras e embrides isolados de milho,
ocorreu ap6s o acimulo de rafinose e, mais es-
pecificamente, na presenga de razdes sacarose:
rafinose inferiores a 20:1; a sacarose foi acumu-
lada independentemente de aquisi¢ao de toleran-
cia. Bochicchio ef al. (1994 e 1996) concluiram
que a sacarose, mesmo em altas concentragdes,
nao ¢ o unico fator responsavel e ndo parece ser
requisito para a aquisicdao de tolerancia a
dessecacao.

O actimulo de sacarose tem sido propos-
to como um fator para a estabilizagdo de mem-
branas (Caffrey et al., 1988; Sun, Irwing &
Leopold, 1994). Por outro lado, a sacarose pare-
ce representar um papel importante na protecao
durante os estadios iniciais da secagem (Sun,
Irwing & Leopold, 1994), enquanto que a
rafinose, um inibidor de cristaliza¢do da sacarose

(Caftrey et al., 1988), parece ser importante para
a sobrevivéncia durante os estadios pds-secagem.

A participacao das membranas celulares
na qualidade de sementes submetidas a secagem
foi evidenciada por resultados de testes de con-
dutividade elétrica e de composi¢do dos
eletrolitos lixiviados (Hoekstra et al., 1997 e Rosa
et al., 2000a); organismos ndo tolerantes a
dessecacdo apresentam menores germinagao e
vigor e, adicionalmente lixiviam solutos
enddgenos apds embebicao, indicando disfungao
de membranas, ndo observada nos organismos
tolerantes.

Por outro lado, o declinio do vigor de se-
mentes de milho no armazenamento também
pode estar associado a baixa propor¢do de
rafinose, uma vez que a tolerancia a dessecagao
¢ a manuten¢do da qualidade das sementes du-
rante o armazenamento podem depender da pre-
senga de rafinose em concentracgao capaz de con-
ferir estabilidade as membranas (Horbowicz &
Obendorf, 1994 e Bernal-Lugo & Leopold, 1995).
Hoekstra et al. (1997) enfatizaram a importancia
dos acucares na protecdo de membranas no esta-
do seco, seja prevenindo a fusdo de fosfolipideos,
transicao de fase ou separacdo lateral de fase,
sendo fundamental a habilidade do aguicar em for-
mar cristais e para interagir diretamente com os
fosfatos da cabeca polar dos fosfolipidios da
membrana.

Este trabalho teve o objetivo de investi-
gar os efeitos do pré-condicionamento de semen-
tes de milho, por meio de uma pré-secagem a
baixa temperatura, sobre a tolerancia a secagem
sob temperatura mais elevada. Alguns eventos fi-
sioldgicos e bioquimicos, relacionados a redu-
¢do do teor de agua nas sementes e ao seu
envolvimento com a aquisi¢do de tolerancia a
dessecacao, foram paralelamente estudados.
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Material e Métodos

Os trabalhos foram realizados na
Embrapa Negodcios para a Transferéncia de
Tecnologia, em Sete Lagoas (MG), nos Labora-
torios de Analises de Sementes e de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (MG) e no De-
partamento de Quimica da Universidade Federal
de MG, em Belo Horizonte (MG). Foram utiliza-
das sementes de milho do hibrido simples HS-
7213, da linhagem L161-8A, e do hibrido triplo
BRS-3060 colhidas com teores de agua de 34,2,
de 37,2 e de 42,3%, respectivamente.

Apos a colheita, as espigas foram
despalhadas a mao e distribuidas em secadores
experimentais, construidos em madeira, de acor-
do com Navratil & Burris (1982), constituidos
de uma base, quatro bandejas sobrepostas e um
tampo, com calor fornecido por um conjunto de
resisténcias elétricas (3400 kW). A temperatura,
monitorada a cada hora, foi controlada por um
termostato microprocessado. Na base de cada
secador, do lado externo, foi montado um venti-
lador centrifugo com vazao de 196litros/segun-
do, sob pressao estatica de 7,6 cmca. O fluxo de
ar, de 23,0m’min'ton’, foi ajustado por meio de
uma porta deslizavel, fixada na entrada do ar no
ventilador. Cada secador foi utilizado de tal for-
ma que cada grupo de duas bandejas formasse
um bloco experimental. Dois secadores foram
regulados para atuar a 35°C e um a 50°C.

As espigas despalhadas, apos permane-
cerem em pré-condicionamento por 0, 4, 8, 16,
24, 32, 40, 48 e 56 horas a 35°C, foram
transferidas para secador (50°C) até que as se-
mentes atingissem 12% de teor de agua. Foi uti-
lizada uma testemunha composta por espigas nao
pré-condicionadas e secadas a sombra, até que
as sementes apresentassem 12,0% de teor de agua.

Ap6s cada periodo de pré-condicionamen-
to e antes do inicio da secagem a 50°C, foram

amostradas sementes para a determinacao dos
conteudos de acticares nos embrides das semen-
tes da cultivar L161-8A. Ao final da secagem a
50°C, as espigas de todas as cultivares foram des-
providas de suas pontas e bases e foram debu-
lhadas manualmente para a obtencao de duas por-
¢oes. Uma porgdo foi armazenada em camara sob
temperatura de 10°C e umidade relativa de 50%
até a estabilizag¢do do teor de dgua e, posterior-
mente, submetida aos testes de germinagdo e de
vigor. A outra por¢ao foi armazenada em ambi-
ente ndo controlado com temperatura e umidade
relativa do ar registradas em termohigrografo.
Todas as sementes foram expurgadas com
gastoxim e tratadas com Thiabendazole e Captan,
nas dosagens de 50 e 300g/100 Kg de sementes,
respectivamente. Ao final de oito meses de ar-
mazenamento, as sementes foram submetidas aos
testes de germinagdo e de vigor. Para as semen-
tes do hibrido triplo, foi adicionalmente determi-
nada a atividade enzimatica, por meio de
eletroforese da enzima o-amilase. Foi ainda de-
terminado o teor de dgua das sementes no inicio
da secagem, apds os periodos de pré-condicio-
namento a 35°C e ap6s o periodo de oito meses
de armazenamento.

Foram realizadas as seguintes analises:

a) Teste de germinacdo (%) - realizado com
quatro subamostras de 50 sementes, distribuidas
em papel toalha umedecido com quantidade de
agua equivalente a duas vezes e meia o peso do
substrato seco, colocadas para germinar a 25°C;
as avaliacoes foram realizadas no sétimo dia apds
a semeadura, segundo as Regras para Analise de
Sementes-RAS (BRASIL, 1992);

b) Primeira contagem de germinacao (%) - re-
alizado aos quatro dias do inicio do teste de ger-
minagao, sendo computadas as plantulas normais
que apresentavam duas ou mais raizes seminais
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e parte aérea com comprimento minimo de dois
centimetros;

c) Teste de frio (%) — realizado, conforme
metodologia proposta por Dias & Barros (1995),
com quatro subamostras de 50 sementes distri-
buidas em caixas plasticas, contendo mistura de
areia e terra, recentemente cultivada com milho,
na propor¢ao de 2:1 e umidade ajustada para 70%
da capacidade de retengao; as caixas foram
mantidas a 10°C, em camara fria, por sete dias e,
entdo, transferidas para cadmaras de crescimento
a 25°C para a contagem de plantulas emersas no
sétimo dia;

d) Teste de comprimento de plantula (mm) -
realizado de acordo com Dias & Barros (1995),
com quatro subamostras de 10 sementes previa-
mente classificadas (peneira 20), semeadas so-
bre duas folhas de papel toalha, umedecido com
quantidade de agua equivalente a duas vezes e
meia o peso do substrato seco, e colocadas para
germinar a 25°C, durante quatro dias; as semen-
tes foram distribuidas em uma linha tracada a oito
centimetros da margem superior do papel, com
as radiculas voltadas para baixo; apds o periodo
no germinador, foram computados os compri-
mentos das plantulas normais e calculados os
comprimentos médios em fungao do total de se-
mentes;

e) Peso de matéria seca de plantula (mg) - ao
final do teste de comprimento, as plantulas nor-
mais foram colocadas em sacos de papel, secadas
em estufa de circulagdo forcada de ar a 65°C, até
atingirem peso constante; o peso médio foi obti-
do, dividindo-se o peso total pelo nimero de se-
mentes instaladas;

f) Teste de condutividade elétrica (umhos/
g.cm) - realizado com quatro subamostras de 25
sementes de massa conhecida em copos plasti-
cos, contendo 75mL de dgua deionizada, cuja con-
dutividade ndo excedeu 3umhos/cm; as leituras de

condutividade, realizadas apos 24 horas de
embebi¢do a 25°C, foram realizadas em
condutivimetro;

g) Analise eletroforética da enzima a-amilase
- as sementes foram amostradas como no teste
de germinacdo; apds 70 horas, as plantulas fo-
ram retiradas (Rood & Larsen, 1988), liofilizadas,
trituradas a frio em moinho refrigerado e arma-
zenadas em freezer a -81°C, em recipiente con-
tendo silica gel, at¢ o0 momento das analises. A
extragdo da enzima ocorreu pela adigao de 200uL
de tampao de extragdo Tris-HCI, 0,2Mol.L"!, pH
8,0, com 0,1g do p6 obtido. O homogeneizado
foi mantido por 12 horas em geladeira a 5°C, sen-
do que, apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 16.000xg a 4°C, por 60minutos.
Volumes de 40uL do extrato protéico foram apli-
cados aos géis de policrilamida e ndo géis de
policrilamida a 7,5% (gel separador-contendo
amido) e 4,5% (gel concentrador). O sistema tam-
pao gel/eletrodo utilizado foi Tris-Glicina pH 8,9
e as corridas eletroforéticas foram efetuadas a
12mA no gel concentrador e 24mA no gel
separador; os géis foram revelados para o siste-
ma o-amilase, em solugdo tampao de acetato de
sodio 50mMol.L!, pH 5,6 ¢ solugdo de iodo
10mMol.L"", contendo iodeto de potassio,
14mMol.L"!, segundo Alfenas (1998);

h) Determinacao do contetudo de acucares —
realizou-se a extracao dos agucares soluveis com
duas repeticoes de 150 a 200mg de embrides. Os
embrides foram triturados em mortar, com areia
fina lavada, na presenca de 1mL de solucdo de
metanol ultrapuro 80%. O contetido foi transfe-
rido para um microtubo de 2mL, incubados em
banho-maria por 15 minutos a 70°C, imediata-
mente congelado em nitrogénio liquido e arma-
zenado a —80°C, até a deteccao dos conteudos de
acucares em HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) Para a deteccdo em HPLC, as
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amostras foram descongeladas, diluidas em agua
ultrapura para SmL ou 10mL (em fungao da con-
centracdo inicial) e filtradas em membranas de
0,45mm; utilizando agua ultrapura como fase
movel, um volume de injecao de 10uL e fluxo de
1,0mL/minuto. Os agucares foram separados em
coluna Dextrapak, cartucho Waters 8mm x 10cm
(Radial-Pak) e analisados em detector de indice
de refracao (Waters 410), sensibilidade 32 x 20,
polaridade positiva; o sistema operou em tempe-
ratura ambiente e o padrao interno foi constituido
por glicose, sacarose e rafinose; teor de agua (%)
- determinado pelo método da estufa a 105+£3°C,
durante 24 horas, utilizando duas subamostras de
50g para cada tratamento, segundo Brasil (1992).

O delineamento experimental foi o de
blocos casualizados com 4 repetigdes € as médi-
as foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5%
de probabilidade; os dados em percentagem fo-
ram transformados em [(arc sen X.100"2) +0,5].
A anélise dos dados foi realizada por meio do
SAS-System for Windows. A testemunha, parte
nao integrante da estrutura de blocos do experi-
mento, foi individualmente comparada com cada
tratamento pelo teste t, com valor de significancia
protegido pelo processo de Bomferroni (Neter,
Wasserman & Kwtner, 1990), para preservar o
nivel global de confianc¢a das comparagoes reali-
zadas. Andlises de regressdo entre os teores de
agua das sementes e os diversos parametros ava-
liados foram realizadas e, a partir das equagdes
ajustadas, com maiores coeficientes de regres-
sdo, foram determinados, algébricamente (pon-
tos de intercepg¢ao entre as duas retas ajustadas),
os teores de d4gua maximos das sementes
(treshold) que garantiram subseqiiente secagem
a 50°C, sem causar danos significativos as se-
mentes. Segundo Webster’s... (1989), threshold
¢ o ponto ou momento, em qualquer processo,
no qual um estimulo tem suficiente intensidade

para iniciar ou produzir um efeito. Os valores de
germinagao, teste de frio e de primeira contagem
foram estimados por meio de equagdes lineares
ajustadas, em fun¢do do teor de dgua das semen-
tes (variavel independente).

Resultados e Discussao

A secagem a 50°C sem o pré-condicio-
namento a 35°C das sementes recém-colhidas, re-
sultou em danos a germinagao e vigor das semen-
tes (Figura 1-coordenadas de abscissa zero). A
medida que as sementes foram submetidas ao pré-
condicionamento a 35°C, os danos causados a
germinacdo e vigor, pela temperatura de 50°C
diminuiram gradativamente, indicando que hou-
ve efeito favoravel e progressivo na qualidade
das sementes, até atingir o maior efeito, avaliado
pelos testes de vigor, apos 24, 16 e 8 horas quan-
do as sementes com teores de dgua iniciais de
42,3, de 37,2 e de 34,2% alcangaram respectiva-
mente, teores de dgua de 25,9, de 25,3, e de
28,5%. Observa-se, ainda, que quanto maior o
teor de dgua das sementes maior € a sua sensibi-
lidade a temperatura de 50°C.

Comparando os resultados do teste de
germinag¢do com os dos testes de vigor (Figura
1), observa-se que a aquisicao da tolerancia a
50°C requereu menores periodos de pré-condici-
onamento das sementes para alcancarem maxi-
mo desempenho germinativo do que para alcan-
carem maximo vigor. Esse fato foi similarmente
observado por Herter & Burris (1989a) e por
Navratil & Burris (1984). Esses autores, medin-
do a tolerancia a altas temperaturas por meio dos
testes de germinagdo e de frio, reportaram que
altas temperaturas de secagem tém maior efeito
sobre a performance das sementes no teste de frio
do que no de germinacdo. A embebigao de semen-
tes a baixas temperaturas pode reduzir a germi-
nacao (dano de embebicao a frio) em decorréncia
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Continuacao da Figura 1.
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FIGURA 1. Valores médios de germinagio (M), de primeira contagem (8), teste de frio (£7), peso
de matéria seca (s3), comprimento de plantula (Q‘), condutividade elétrica (&) ¢ de teores de dgua
(%), das sementes submetidas a crescentes periodos de pré-condicionamento a 35°C, seguidas de
secagem a 50°C. A (BRS-3060), B (L161-8A) ¢ C (HS-7213). Embrapa/UFLA, Lavras — MG,
2003.
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de prejuizos causados as membranas (Cal &
Obendorf, 1972). Esses fatos indicam, segundo
Herter & Burris (1989a), que danos provenien-
tes da secagem ou do frio estdo relacionados e,
como a secagem a altas temperaturas pode dani-
ficar membranas, a tolerancia ao frio podera ser
reduzida.

A relagdo entre danos causados por altas
temperaturas e os efeitos do estresse por baixa
temperatura pode ser expressada por danos em
raizes, comuns em sementes danificadas por se-
cagem (Navratil & Burris, 1984) ou por
embebicao a baixa temperatura (Cal & Obendorf,
1972). Nos testes de germinagdo e de compri-
mento de plantulas, correspondentes as semen-
tes secadas continuamente a 50°C, sem pré-con-
dicionamento, foi observada maior incidéncia de
anormalidades nas raizes principais do que na
parte aérea das plantulas (dados ndo apresenta-
dos).

A condutividade elétrica das sementes de
todos os tratamentos foi superior a da testemu-
nha (Figura 1). No entanto, as sementes pré-con-
dicionadas por periodos suficientes para indugao
de tolerancia a 50°C, nao apresentaram danos nas
membranas, como verificado nos demais testes
de vigor. Por outro lado, as sementes secadas
continuamente a 50°C apresentaram 0s maiores
valores de condutividade elétrica e os menores
de germinacao e de vigor. Esses resultados con-
cordam com os de diversos autores, que consi-
deraram membranas celulares como sendo o lo-
cal primario de danos induzidos por secagem em
estadios intolerantes a dessecacdo (Koster &
Leopold, 1988; Herter & Burris, 1989a; Chen &
Burris, 1990; Crowe et al., 1997; Hoekstra et al.,
1997 e Rosa et al., 2000a).

Na Figura 2, encontram-se os valores
obtidos nos testes de germinacao e de frio das
sementes secadas a 50°C ap0s crescentes periodos

de pré-condicionamento, bem como as equagdes
lineares ajustadas destes valores em fung¢do do
teor de 4gua das sementes no inicio da secagem
a 50°C. Observam-se dois estagios distintos: o
primeiro, em que a qualidade das sementes sub-
metidas a 50°C aumentou linearmente com as
redugdes de teor de dgua e o segundo, apos o al-
cance da maxima qualidade fisioldgica, represen-
tado pela reta paralela ao eixo X, em que os va-
lores médios ja ndo apresentavam diferencas en-
tre si ou com os da testemunha. Na Tabela 1, es-
tdo representados os pardmetros das regressoes
lineares e de ajuste das equagdes das retas repre-
sentativas dos dois estagios identificados. As
equacdes foram ajustadas em funcdo dos teores
de 4gua e estimou-se, algebricamente, os teores
de agua maximos (thresholds) requeridos para
que as sementes atingissem a maxima qualida-
de, avaliada pelos testes de germinagao, de frio e
de primeira contagem.

Observa-se pela Tabela 1 que as correla-
¢Oes (valores de R?) entre os teores de agua e os
parametros de qualidade das sementes foram
maiores para as sementes colhidas com 42,3%
de teor de agua (BRS-3060), seguidos das colhi-
das com 37,2 e 34,2% de teor de 4gua, demons-
trando a influéncia do teor de 4gua das sementes
no pré-condicionamento das mesmas. Sementes
colhidas com 42,3% de teor de 4gua adquiriram
maxima tolerancia a 50°C quando atingiram teo-
res de agua estimados de 31,8, 26,7 e 25,3%,
conforme observado pelos resultados dos testes
de germinacado, de frio e de primeira contagem,
respectivamente. Sementes colhidas com o me-
nor teor de dgua (34,2%), aparentemente ja havi-
am avancado em seu processo natural de aquisi-
¢do de tolerancia a dessecagao ainda na planta mae.

Quanto maior o valor absoluto do coefi-
ciente angular da reta representativa do primeiro
estagio (Tabela 1 e Figura 2), mais efetivo ¢ o
pré-condicionamento para promover a aquisi¢ao
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FIGURA 2. Dados originais (A) e dados ajustados por regressdes lineares, obtidos pelo teste de frio e de
germinagdo de sementes de milho (BRS-3060) com diferentes teores de agua, submetidas a crescentes perio-
dos de pré-condicionamento a 35°C, seguidas de secagem a 50°C. Embrapa/UFLA, Lavras — MG, 2003.
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de tolerancia a 50°C. Observa-se, para as semen-
tes colhidas com 42,3% (BR-3060) de teor de
agua, que a tolerancia foi detectada mais preco-
cemente pelo teste de germinagdo (coeficientes
angulares de 8,249) do que pelo de frio (coefici-
entes angulares de 5,604).

Outro dano, aparentemente causado as
sementes secadas a 50°C ou sem pré-condicio-
namento suficiente para obteng¢ao da tolerancia,
foi observado na andlise eletroforética da enzima
o-amilase (Figura 3). Nessa andlise, a atividade
da enzima ¢ evidenciada nos géis por bandas cla-
ras em fundo azulado, pela reagao do iodo com a
amilose (revelagao negativa). A atividade da o-
amilase aumentou com a elevagao dos periodos de
pré-condicionamento, a medida que as sementes

adquiriram tolerancia a 50°C. Para que a germi-
nacao e o crescimento de plantulas de milho pos-
sam ocorrer apds a embebicdo das sementes, a
secagem € necessaria para sensibilizar a camada
de aleurona ao 4cido giberélico e ativar a sintese
de o-amilase (Oishi & Bewley, 1990; Rosa et al,
2000b). Embora as sementes secadas continua-
mente a 50°C tenham sofrido reducao do teor de
agua até proximo de 12%, estas ndo apresenta-
ram a mesma atividade enzimatica das sementes
que haviam adquirido tolerancia a alta tempera-
tura, indicando que os danos causados as semen-
tes, em estadios intolerantes, parecem estar rela-
cionados a sintese das enzimas necessarias a de-
gradagdo do amido para a retomada do cresci-
mento do embrido.

40H 48H

W o e

(1| N | N S

S6H Test.

A
\ 4
A
v

FIGURA 3. Padro eletroforético da enzima a-amilase em plantulas oriundas de sementes de milho (cultivar
BRS-3060) submetidas a crescentes periodos de pré-condicionamento a 35°C, seguidas de secagem a 50°C.

Embrapa/UFLA, Lavras — MG, 2003.
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A Tabela 2, representativa dos contetidos
médios dos acucares detectados nos embrides das
sementes colhidas com 37,2% de teor de agua
(L161-8A), conforme os periodos de pré-condi-
cionamento, indica que, nos embrides das semen-
tes secadas a 50°C, sem pré-condicionamento, ou
pré-condicionadas por quatro horas (periodo in-
suficiente para a aquisi¢@o da tolerancia a 50°C),
foram detectados glicose e sacarose, sem a pre-
senca de rafinose. O teor de rafinose aumentou a
medida que o periodo de pré-condicionamento
foi ampliado para 16 e 24 horas, demonstrando
que, aparentemente, ocorreu o acumulo de
rafinose necessario a aquisicdo de tolerancia a
50°C. A sacarose, presente nos embrides intole-
rantes a 50°C (Figura 4), aparentemente, apre-
sentou redu¢ao no conteido com a diminui¢ao
do teor de agua. Bochicchio et al. (1996) conclu-
iram que o conteudo de sacarose nao interfere na
aquisi¢ao de tolerancia a dessecagdo em embrides

de milho. Brenac et al. (1997) também verifica-
ram uma correlagdo entre o acimulo de rafinose
e aaquisi¢ao de tolerancia a secagem a 50°C, sen-
do que a aquisicao da tolerancia foi dependente
da existéncia de razao sacarose:rafinose inferior
a 10:1.

Os resultados dessa pesquisa confirmam,
também, os obtidos por Chen & Burris (1990),
pois verificaram decréscimo nos teores de
monossacarideos e aumento nos teores de
oligossacarideos concomitantes ao aumento a ele-
vacao da tolerancia das sementes de milho a 50°C,
concluindo que uma propor¢ao de 9% de rafinose
em relagdo a sacarose, parece ser importante na
indugdo de tolerancia a altas temperaturas.

A secagem lenta realizada durante o pré-
condicionamento proporcionou mudang¢as nos
conteudos de agucares nos embrides. Essa van-
tagem da secagem lenta foi observada por
Wolkers et al. (1998) ao submeterem embrides

TABELA 2. Contetidos médios de glicose, sacarose e rafinose presentes nos embrides das sementes de milho
(cultivar L161-8A) submetidas a crescentes periodos de pré-condicionamento a 35°C. Embrapa/UFLA, La-

vras — MG, 2003.

Glicose Sacarose
Periodo de Secagem® (h) (mg/g)® (mg/g)® Rafinose (mg/g) @ Raf/Sacm (%)
OH 2,227 51,039 0,000 0,000
4H 1,757 44,994 0,000 0,000
8H 1,853 61,320 0,739 1,206
16H 0,864 46,015 2,228 4,840
24H 0,413 42,765 12,942 30,264
32H 0,000 30,473 13,370 43,874
40H 0,000 31,169 12,595 40,409
48H 0,000 35,228 15,433 43,810
Testemunha 0,000 53,451 9,941 18,600

1. Periodo de pré-condicionamento a 35°C.
2. Miligramas por grama de peso seco de embrido.
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FIGURA 4. Cromatogramas das analises de agucares (1.glicose; 2.sacarose; 3.rafinose) presentes em embri-
oes de sementes de milho (cultivar L.161-8A), submetidas a crescentes periodos de pré-condicionamento a
35°C, seguidas de secagem a 50°C. Embrapa/UFLA, Lavras — MG, 2003.
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Continuacao da Tabela 5.
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FIGURA S. Valores médios, no inicio e apds oito meses de armazenamento, obtidos nos testes de germina-
¢do, de primeira contagem, de frio, de contetido de matéria seca da plantula, de comprimento de plantula e de
condutividade elétrica, de sementes de milho (cultivar BRS-3060), submetidas a crescentes periodos de pré-
condicionamento, seguidos de secagem a 50°C. Embrapa/UFLA, Lavras — MG, 2003.
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de milho, imaturos e intolerantes a dessecacao, a
retirada lenta de dgua. Essa ocorréncia, segundo
os autores, envolveram a sintese de sacarose e
rafinose e o aumento relativo na presenga de pro-
teinas com estruturas secundarias o-hélice, de
modo semelhante ao perfil observado em semen-
tes maduras e tolerantes a dessecacao. Borowski,
Fritz & Waters (1995) concluiram que a secagem
lenta proporcionou acumulo de dissacarideos e
oligossacarideos e redu¢do de monossacarideos
em sementes de milho doce.

Apds oito meses de armazenamento, to-
das as sementes apresentaram decréscimo na qua-
lidade, como pode ser observado na Figura 5, para
as sementes da cultivar BRS-3060. As sementes
da testemunha, secadas a sombra e armazenadas
nas mesmas condigdes que as dos demais trata-
mentos, também apresentaram deterioracdo. No
entanto, as sementes intolerantes a 50°C, apre-
sentaram maiores redugdes nos valores de ger-
minag¢do, de primeira contagem, de peso de ma-
téria seca, de comprimento de plantula e de con-
dutividade elétrica, do que as tolerantes. Ja pelo
teste de frio, os valores observados apds o arma-
zenamento foram maiores do que no inicio em
alguns tratamentos. Essa ocorréncia pode ser de-
vido a uma reducao da patogenicidade de fun-
gos, conforme também observado por Von Pinho
(1999). O fato de sementes tolerantes a 50°C te-
rem apresentado menor redugdo na qualidade, em
relagdo as intolerantes indica que as mudangas
proporcionadas as sementes, durante o pré-con-
dicionamento, parecem ter dotado as sementes
de mecanismos de prote¢do no estado seco
(Bernal-Lugo & Leopold, 1995; Kigel & Galili,
1995; Borowski et al., 1995; Hoekstra et al.,
1996).

O pré-condicionamento a 35°C parece ter
simulado os processos que normalmente ocor-
rem na planta, permitindo que os mecanismos

de tolerancia a dessecagdo tornem-se ativos ou
sejam impostos as sementes. Chen & Burris
(1990) demonstraram que sementes de milho,
colhidas em estadio proximo ao da maturidade
fisiologica, podem tolerar a secagem a tempera-
turas moderadas, embora apresentem-se intole-
rantes a altas temperaturas ou a secagem exces-
sivamente lenta. Herter & Burris (1989b) repor-
taram que sementes de milho, colhidas com teor
de 4dgua de 48%, requereram secagem inicial a
35°C (23 a 40 horas), para atingirem teores de
agua de 30 a 39% e adquirirem tolerancia a 50°C.
Segundo os autores, 0s processos que ocorrem nas
fases finais da maturag@o tornam as sementes cada
vez mais tolerantes a temperaturas mais elevadas.

Portanto, se a secagem lenta artificial de
milho em espigas pode propiciar a ocorréncia de
mudangas que tornem as sementes mais toleran-
tes a temperaturas mais elevadas, o pré-condici-
onamento pode representar vantagens para o pro-
dutor de sementes, uma vez que possibilita a re-
tirada das sementes do campo logo ap6s a matu-
ridade fisioldgica.

Conclusoes

Sementes de milho, submetidas a seca-
gem sob 50°C, apresentam, em estadios intole-
rantes a desseca¢do, menor germinagao, vigor €
atividade da enzima oi-amilase e, em estadios
tolerantes, valores similares aos das sementes
secadas a sombra.

Pré-secagem inicial a 35°C (pré-condici-
onamento) induz tolerancia a 50°C, adquirida pro-
gressivamente a medida que as sementes de mi-
lho perdem agua até teores de 4gua em torno de
27%.

Decréscimo no contetido de glicose ¢
acréscimo no de rafinose, apds pré-secagem a
35°C, estdo associados a prote¢do das sementes
com altos teores de d4gua dos danos causados por
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secagem a 50°C, ao passo que mudancas em
contetidos de sacarose parecem ndo estar relaci-
onadas a aquisi¢ao dessa tolerancia.
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