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ATIVIDADE AMILOLITICA E QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES
ARMAZENADASDE MILHO SUPER DOCE TRATADASCOM ACIDO GIBERELICO?*

CARLOS ALBERTO ARAGA0?, BARBARA FRANCA DANTAS?®, ELZA ALVES?, ANA CATARINA CATANEO?,
CLAUDIO CAVARIANI®, JOAO NAKAGAWA?®

RESUMO - O uso de reguladores de crescimento na fase de germinagdo melhora o desempenho
das plantulas, acelerando a velocidade de emergéncia e realcando o potencial das sementes de
véarias espécies, mesmo sob condi¢des adversas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia do &cido giberélico na atividade amilolitica e no vigor de sementes armazenadas de
milho super doce. O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Andlise de Sementes do
Departamento de Producéo Vegetal/[FCA e no Laboratério de Bioquimica de Plantas do
Departamento de Quimicae Bioquimica/l B daUniversidade Estadual Paulista(UNESP/Botucatu),
entre osmeses dejulho e setembro de 2001, ondeforam feitas asavaliagBes daqualidadefisiol gica,
através dos testes de germinagao, vigor e biogquimicos. Sementes de milho super doce da cultivar
DO-04, foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas por 0ito meses em camara seca
(40% UR). Apéseste periodo, foram colocadas paragerminar em rolos de papel toal ha, embebidos
com GA , nas concentragdes zero; 50; 100; 150 e 200mg.L . Foram avaliadas agerminagéo, vigor
e atividade amilolitica das sementes. As sementes submetidas a pré-embebicdo em solucdo de
50mg.L* de &cido giberélico, apresentaram maior germinacdo e vigor, menor teor de proteinas
totais e maior atividade amilolitica.

Termos paraindexacéo: biorreguladores, Zea mays, milho doce, o-amilase.

AMYLOLITCACTIVITY AND PHYSIOLOGY CAL QUALITY OF
STORED SWEET CORN SEEDS TREATED WITH GIBBERELLIC ACID

ABSTRACT - The plant growth regulators use in seed germination improve the seedling field
performance and accel erate the emergence speed and enhance seed potential in various species,
even under stressing conditions. The objective of this study wasto eval uate the effect of gibberellic
acid on stored sweet corn seed vigor and amylalitic activity. The experiment was carried out at the
Seed Analysis Laboratory of the Plant Production Department and at the Plant Biochemistry
Laboratory of the Chemistry and Biochemistry Department, at the Universidade Estadual Paulista
(UNESP/Botucatu), from July to September/2001, when eval uations of seed physiological quality
were obtained by germination, vigor and biochemical tests. Super sweet corn seeds cultivar DO-
04 were placed in paper bags and stored for eight monthsin a dry chamber (40% RU). After that,
the seed were germinated on paper towel simbibed in zero; 50; 100; 150 € 200mg.L*GA,, solutions.
The seed germination, vigor and amylolitic activity were evaluated. Seeds pre-imbibed in GA,
50mg.L* solutions showed improved germination and vigor, aswell aslower protein content and
higher amylase activity.

Index terms: bioregulators, Zea mays, sweet corn, o-amylase.
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INTRODUCAO

Com a expansdo de mercado de milho doce no Brasil é
necessaria uma maior preocupacdo com a qualidade fisiol 6-
gica das sementes empregadas. Além disso, € importante en-
tender as alteracbes metabdlicas que levam a sua deteriora-
¢80 ao longo do tempo.

Por conterem elevados teores de aglicares sol (iveis e bai-
X0 teor de reservas no endosperma, associados a presenca de
pericarpo tenro, sementes de milho doce, apresentam rapida
perda da viabilidade, acarretando a baixa uniformidade do
‘stand’. Esses fatores que tem levado a adocéo de padrdes de
germinacdo destas sementes para 70% e 75%, respectivamente
parasementesfiscalizadas e certificadas, em vez de 85%, para
ambas classes do milho comum no estado de S&o Paulo
(CESM, 1999).

A preservagdo da qualidade das sementes durante o
armazenamento, ou seja, da colheitaaté asua utilizagdo é um
aspecto fundamental a ser considerado no processo produti-
VO, pois os esforcos despendidos na producéo podem ndo ser
efetivos se aqualidade de sementes néo for mantida, no mini-
mo, até a época da semeadura (Oliveira et al., 1999). Nas
regides tropicais e subtropicais, os danos causados pelas con-
dicdes climéticas, durante o periodo de armazenamento, po-
dem levar a perdas apreciaveis (Carvaho, 1992).

As manifestagBes da deterioracdo de sementes podem
ser consideradas fisiol6gicas, metabdlicas ou bioguimicas.
Segundo Toledo e Marcos-Filho (1977), a queda do poder
germinativo e do vigor das sementes é a manifestagdo mais
acentuada da deterioracao.

Técnicas que induzem a maior germinacdo e qualidade
fisiol 6gica sdo fatores importantes para aumentar o potencial
de desempenho das sementes e, por conseguinte, auniformi-
dade das plantas em condigdes de campo. A embebicdo de
sementes em substrato contendo solugdo com substancias
promotoras de crescimento, consiste em uma técnica bastan-
te conhecida ha vérios anos. Tem sido demonstrado que os
efeitos benéficos deste tratamento permanecem mesmo apds
a secagem das sementes (Rosseto et al., 2000).

O uso de reguladores de crescimento na fase de germi-
nacdo melhora o desempenho das plantulas, acelerando ave-
locidade de emergéncia e realgando o potencial das sementes
devariasespécies. Segundo Khan et al. (1978), o uso de com-
postos quimicos biologicamente ativos, como reguladores de
crescimento, pode cessar ou diminuir o impacto de fatores
adversos na qualidade e desempenho das sementes. O uso de
giberelinas na fase de germinacédo pode melhorar a
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performance de sementes de varias espécies, principamente
sob condicBes adversas (Bevilaqua et a., 1993; Cunha &
Casdli, 1989).

As giberelinas tém papel chave na germinacéo de se-
mentes, estando envolvidas tanto na superacéo da dorméncia
como no controle de hidrdlise das reservas, pelaindugdo da
sintese de novo da a-amilase, enzima responsavel pela
hidrélise do amido. O &cido giberélico, considerado ativador
enzimético enddgeno, promove a germinacdo (Levitt, 1974),
e aaplicacdo exégena deste promotor influencia o metabolis-
mo proteico, podendo dobrar a taxa de sintese de proteinas
das sementes (Mc Donald & Khan, 1983).

Segundo Salisbury & Ross (1991), namaioria das espé-
cies, as giberelinas atuam no alongamento celular, fazendo
com que araiz priméaria rompa os tecidos que restringem o
seu crescimento, como o endosperma, 0 tegumento da se-
mente ou estruturas do fruto. Em sementes de alface, coloca-
das para germinar em condigdes de escuro a 20°C, o &cido
giberélico estimulou a germinagéo das mesmas, quando sub-
metidas a concentragdes de 25; 50; 100 e 200mg.L* (Cunha
& Casdli, 1989).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efei-
tos do é&cido giberélico na germinacéo de sementes armaze-
nadas de milho super doce no vigor de plantulas e as atera-
coes fisiol dgicas e bioguimicas decorrentes dos tratamentos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratorios de Andlise de
Sementes do Departamento de Producéo Vegetal/FCA e de
Bioquimica de Plantas do Departamento de Quimica e Bio-
quimica/lB da Universidade Estadual Paulista de Botucatu,
entre os meses de julho e setembro de 2001. Foram utilizadas
sementes de milho super doce da Cultivar DO-04, retidas em
peneiras 22. Essas sementes provenientes da saf ra 1999/2000,
foram tratadas com fungicida e inseticida, acondicionadasem
sacos de papel e em seguida armazenadas em camara seca
(40% UR, 25°C), durante oito meses.

Os tratamentos constaram da germinacdo das sementes
em rolos de papel toaha, embebidos com GA, nas concen-
tracOes zero; 50; 100; 150 e 200mgL *. Foram semeadas 200
sementes de cada unidade experimental, em quatro
subamostras de 50 sementes, em rolo de papel toalha
“germitest” umedecido com quantidade de solucdo equiva
lentea2,5 vezes o peso do substrato e mantidas em germinador
a 25 °C. As avaliagdes foram feitas aos quatro e sete dias
ap0s a semeadura e 0s resultados expressos em porcentagem
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média de plantulas normais; plantulas anormais - realizada
em conjunto com a germinacao, procurou-se identificar os
seguintes tipos anormalidades de plantulas: sem raiz semi-
nal, sem parte aérea, curta e fraca; sementes mortas - apos o
periodo do teste de germinagdo, as sementes que nao apre-
sentaram emissdo daraiz primaria foram entdo classificadas
como mortas, as que apesar de passarem pelo processo de
embebicdo, ndo germinaram; atividade amilolitica - para os
testes biogquimicos 25 sementes de cada tratamento (zero; 50;
100; 150 e 200mg de GA ,por L™, foram colocadas para ger-
minar em gerbox, sobre duas camadas de papel germibox
embebidos com a solugdo de GA, em germinador atempera
tura de 25°C. Apds o quarto dia da semeadura foram retira-
dos os eixos embrionarios (raiz e parte aérea) restando ape-
nas o pericarpo e endosperma, que foram congelados em ni-
trogénio liquido €). armazenados a -20°C. A extragdo das
enzimas amiloliticas, assim como os ensai os de atividade fo-
ram realizados conforme método descrito por Gugel mineti et
al. (1995). Os endospermas foram macerados com almofariz
e pistilo em tampdo TRIS-HCI 0,1mol.L?, pH 7, contendo
NaCl 0,1mol.L"e CaCl, 10mmol.L*. Essa solucéo foi
centrifugada a 12.000g, 4°C durante 10 minutos, coletando-
se 0 sobrenadante que foi congelado a-20°C até areadlizacdo
dos ensaios. A atividade de amilases totais e de o-amilase
foi medida em um sistema de reacdo, contendo tampéo de
reacdo (Acetato de sédio 50mmol.L*, pH 5,2 e CaCl,
10mmol.L*) e amido soltvel de batata 2,5% como substrato.
Esse sistema de reacéo foi incubado a 35°C durante 15minu-
tos. Parainativar as outras amilases, permanecendo apenas a
a-amilase, o extrato cru foi mantido a 70°C, durante 15 minu-
tos antes da realizacdo do ensaio. Ao final do ensaio os agU-
cares redutores foram dosados pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS), em espectrofotdmetro a 540nm. As
atividades de amilases totais e amilases foram expressas em
mmol de agUcares redutores produzidos pela degradacéo de
amido, por mg de proteina, por minuto; determinacéo daquan-
tidade de proteinastotais - foi realizada de acordo com o mé-
todo proposto por Lowry et al. (1951), a partir da curva pa-
dréo de BSA (albumina bovina sérica) com leitura em
espectrofotébmetro a 660nm.

Os dados referentes aos efeitos dos fatores estudados
nas caracteristicas avaliadas foram analisados e apresenta-
dos por meio de andlise de regressdo, sendo selecionado
para expressar 0 comportamento de cada caracteristica o
modelo significativo que apresentou maior coeficiente de
determinacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, encontram-se os val ores médios estimados
de germinagao, em funcéo das doses de acido giberélico (GA,)
aplicados ao papel de germinacdo. Observa-se que as semen-
tes tratadas com 50 e 100mg.L*de GA tiveram um ligeiro
efeito favoravel na germinagdo, quando comparada ao trata-
mento testemunha. Esses tratamentos proporcionaram acrés-
cimos na germinagdo na ordem de 11% e 10%, respectiva
mente. Resultados semel hantes foram encontrados por Aragéo
et al. (2001), trabalhando com sementes novas de milho doce
com poder germinativo de 75%, padrdes da CESM (1999).
Bevilaqua et al. (1993) e Vieira et al. (1998) detectaram au-
mentos na porcentagem de germinacdo de sementes de
braquiaréo e arroz, respectivamente, a medida que se aumen-
ta a concentracéo de acido giberélico.

A semelhanca do que ocorreu com a germinaggo final
das sementes (Figura 1), observa-se novamente que o trata-
mento de 50mg.L*de GA,, proporcionou maior vigor repre-
sentado pela primeira contagem do teste de germinacéo, in-
dicando melhor qualidade fisiolégica das sementes (Figura
2). As sementes de milho doce ndo tratadas mantiveram em
média valores de 36% e 26% de germinacdo final e primeira
contagem do teste de germinacdo, enquanto que as sementes
tratadas com 50 mg.L™* de GA, apresentaram, aproximada-
mente, 40% e 30% de germinacéo final e primeira contagem,

respectivamente (Figuras 1 e 2).
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FIG. 1. Resultados médios da germinacao de sementes (%)

armazenadasdemilho super doce, submetidasa doses
crescentes de &cido giber élico (Botucatu, 2001).

Revista Brasileira de Sementes, vol. 25, n° 1, p.43-48, 2003



46 C.A.ARAGAO et al.

y = 0,9167x® - 8,8214x° + 22,762x - 11,5
R? = 0,9799

Primeira contagem (% plantul as normais)
V N
al

0 50 100 150 200
Acido giberélico (mg.L"?)

FIG. 2. Resultados médios da primeira contagem da ger mi-
nacéo de sementes (%) ar mazenadas de milho super
doce, submetidas a doses crescentes de &cido giber é-
lico (Botucatu, 2001).

Leonel & Rodrigues (1996) trabalhando com sementes
de limoeiro-cravo, obtiveram maior germinacéo com o em-
prego de 50mg.L'de GA, e Bevilagua et al. (1998), verifica-
ram que sementes de cenouratratadas com 100mgL* de GA ,,
apresentaram maior vigor em relagdo aquelas que ndo havi-
am sido tratadas.

Nagao & Furutani (1986), relataram um aumento de 50%
na taxa de germinacdo de sementes de mamao papaya trata-
das com GA,, instaladas em sementeiras. V arios outros auto-
res também verificaram o efeito benéfico de pré-embebicéo
pelaimersdo direta das sementes em solugdo contendo acido
giberélico (Rosseto et al., 2000).

A partir de 100mg.L*de GA, houve uma queda na ger-
minagdo e primeira contagem do teste de germinacdo (Figu-
ras 1 e2). Foi verificado também que sementes tratadas com
concentragbes de GA, superiores a 100mg.L *apresentaram
um aumento acentuado no nimero de anormalidades de
plantulas, indicando um possivel efeito fitotdxico do acido
(Figura 3). Esse efeito também foi observado quanto ao nu-
mero de sementes mortas (Figura 4). Rosseto et al. (2000),
constataram que sementes de maracuja-doce escarificadas e
tratadas com 300mgL * de GA ,tiveram um acréscimo signifi-
cativo na germinagdo. Por outro lado o nimero de plantulas
anormais também aumentou, confirmando o efeito fitotdxico
induzido pelo &cido em concentracfes elevadas.

Verifica-se um decréscimo nos teores de proteinastotais
nos tratamentos com 50, 100 e 150mgL * de GA.,, respectiva-
mente (Figura 5). O baixo teor de proteinas totais pode ser
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FIG. 3. Resultadosmédiosda porcentagem de plantulasanor-
mais (%) do teste de ger minacdo de sementes ar ma-
zenadas de milho super doce, submetidas a doses
crescentes de &cido giber élico (Botucatu, 2001).
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FIG. 4. Resultados médios da porcentagem de sementes
mortas (%) do teste de germinacdo de sementes
armazenadasdemilho super doce, submetidasadoses
crescentes de acido giber élico (Botucatu, 2001).

explicado pela degradacdo das proteinas de reserva existen-
tes nas sementes quiescentes, disponibilizando aminoéacidos
paraa sintese de novas proteinas, sendo elas de funcéo estru-
tural ou enzimética (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). En-
tre as enzimas sintetizadas, aquelas de degradacéo de reser-
vas como as amilases, sdo as maisimportantes durante a ger-
minag&o. Analisando-se a Figura 6, confirma-se que 0 GA,
induz a sintese das enzimas de degradacéo de reservas, pela
atividade da a-amilase, ja que ocorre uma sintese de ‘ novo’
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FIG5. Teor deproteinatotal desementesar mazenadasdemilho
super doce, submetidas a doses crescentes de acido
giberédico (Botucatu, 2001).

dessa enzima durante a germinagdo. Por outro lado
observa-se namesmaFiguraque o GA, induziu o aumento da
atividade de outras amilases.

A alta degradacéo de proteinas de reserva associada a
ataatividade de a-amilase (Figuras 5 e 6), proporcionou um
aumento da germinacéo e vigor das sementes tratadas com
50mgL * de GA, (Figuras 1 e 2). Esses resultados sdo coeren-
tes com agueles por Shaw & Ou-Leg, citados por Das & Sen-
Mandi (1992), trabalhando com sementes de arroz, onde ve-
rificaram que a atividade de a-amilase é necesséria para a
germinacao das sementes.

Filner & Varner (1967) mostraram que ao-amilase ésin-
tetizada em resposta ao acido giberélico produzido pelo em-
brido e transferido paraa camada de aleurona da célula, onde
essa enzima é produzida via sintese de novo, promovendo a
conversdo do amido para aclicar, que é usado no crescimento
da plantula.

CONCLUSAO

As pré-embebicéo de sementes de milho de armazenadas
em solucdo de 50mg.L* de acido giberdlico, levou asuamaior
atividade metabdlica e, assim, maior germinacdo e vigor.
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