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RESUMO: Para avaliar possiveis altera¢des bioquimicas (andlises eletroforéticas de proteinas totais e das
isoenzimas peroxidase, fosfatase acida e malato desidrogenase) e fisioldgicas (germinacgao e vigor) que ocorrem
nas sementes de milho durante a permanéncia das mesmas nas condi¢gdes recomendadas na metodologia do
teste de envelhecimento acelerado (41°C e 100% UR), foi realizada a presente pesquisa. Utilizaram-se sementes
de milho, hibrido AG122, provenientes de quatro lotes. Os periodos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de permanéncia
das sementes na incubadora (envelhecimento acelerado) definiram os tratamentos. As altera¢des nos perfis
isoenzimaticos (fosfatase acida e peroxidase) detectadas nas sementes, a partir do periodo 72h de
envelhecimento acelerado, revelaram o provavel efeito deteriorativo provocado pela exposicéo das sementes
as condi¢Bes do teste, independentemente da qualidade do lote, apesar de a maioria dos testes determinantes
da qualidade fisiolégica das sementes nédo terem sido sensiveis para detectar tal efeito.
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BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL ALTERATIONS IN
CORN SEEDS DUE TO ACCELERATED AGING

ABSTRACT: In order to evaluate biochemical (total protein, acid phosphatase, peroxidase and malate
dehydrogenase electrophoresis) and physiological (germination and seed vigor) alterations occurring during
corn seed accelerated aging (41°C and 100%UR), four corn seed lots of the double hybrid (AG122) were
submitted to zero, 24, 48, 72, 96 and 120 hours of accelerated aging. The biochemical assays carried out
(isozyme electrophoretical patterns of acid phosphatase e peroxidase) are more sensitive than the physiological

test used to monitorate corn seed physiological quality deterioration during corn seed accelerated aging.
Key words: Zea mays, eletrophoresis, germination, vigour

INTRODUCAO

O objetivo fundamental de um sistema organizado
de produgao de sementes é a obtencéo de material de alta
qualidade genética, fisica, fisioldgica e sanitaria, permitindo
que as caracteristicas superiores dos cultivares obtidos
pela pesquisa, sejam transferidas aos agricultores.

A qualidade fisiologica das sementes € maxima
por ocasido da maturidade; a partir deste momento
processos degenerativos comegam a ocorrer. Essas
alteragdes, que podem ser de natureza fisica, fisioldgica
ou bioguimica, caracterizam a deterioracdo, sendo a perda
da capacidade germinativa uma das suas consequéncias
finais.

A deteccdo da deterioragdo de sementes por
intermédio de testes de vigor pode ser entendida como
componente importante na avaliacdo da qualidade
fisiolégica, contribuindo na solugdo de problemas da
industria de sementes, tal como o0 armazenamento. Dentro
deste contexto, o teste de envelhecimento acelerado foi
desenvolvido para avaliar o potencial relativo de

armazenamento de lotes de sementes. Este teste
destaca-se por apresentar, dentro de um mesmo
laboratério, alto grau de padronizacao e reprodutibilidade,
tanto em termos de metodologia de execu¢do como
interpretacdo dos resultados obtidos (Delouche,1976;
Association of Official Seed Analysts, 1983; Krzyzanowski
& Miranda, 1990).

O principal desafio das pesquisas sobre testes de
vigor esta na identificacdo de pardmetros relacionados a
deterioracdo das sementes, que precedam a perda da
capacidade germinativa. Dentro desta idéia destaca-se a
técnica da eletroforese de proteinas, que pode possibilitar
a deteccdo dos estadios iniciais da deterioracdo, através
da atividade de enzimas associadas com a degradacgao e
oxidagao de substancias de reserva bem como biosintese
de novas substancias.

Priestley (1986), associou a perda de algumas
formas de isoenzimas tais como, a peroxidase, fosfatase
acida, dehidrogenase, esterase e aminopeptidase com o
envelhecimento severo de um grupo de espécie de
sementes.
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Chauhan et al. (1985), estudando variacado
eletroforética de proteinas e enzimas de soja e cevada em
relacdo a qualidade das sementes, observou que bandas de
proteinas e enzimas (esterases, fofatase e transaminases)
funcionam como marcas moleculares na avalia¢io da quali-
dade. Também, Vieira (1996), encontrou como prormissores
indicadores do estadio de deterioracdo de sementes de
algodoeiro as variacGes eletroforéticas de proteinas e das
enzimas glutamato desidrogenase, malato desidrogenase,
fosfatase &cida, enzima malica, peroxidase e 6-
fosfogluconato.

Os perfis eletroforéticos de proteinas mostram
grande numero de polipeptideos possiveis de serem
analisados, possibilitando a identificagcdo de grupos
caracteristicos e suas alteracdes com o envelhecimento
e eventos fisioldgicos. A eletroforese, através da deteccéo
de alteracdes na composicdo protéica e de enzimas
especificas pode ser eficiente ferramenta para o
acompanhamento da qualidade das sementes durante o
armazenamento (Carraro, 1990).

Embora existam na literatura trabalhos que
estudem os efeitos do teste de envelhecimento acelerado
nas sementes, poucos evidenciaram tais efeitos em termos
de alteragbes proteicas e enzimaticas.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo
avaliar possiveis alteracbes bioquimicas, através de
andlises eletroforéticas e fisiol6gicas, através dos testes
de germinacao e de vigor, que ocorrem nas sementes de
milho, devidas a permanéncia das mesmas nas condi¢bes
recomendadas para o teste de envelhecimento acelerado
(100% UR do ar, 41°C).

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratorio
de Andlise de Sementes e no Campo Experimental do
Departamento de Producédo Vegetal da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” e no Centro de Biotecnologia
(CEBETC) da Universidade de Sdo Paulo, ESALQ/USP,
em Piracicaba, SP.

Foram utilizadas sementes de milho, hibrido duplo
(AG122), representadas por 4 lotes de sementes tratadas
como uma nistura de fungicida e inseticida, fornecidas pela
Empresa Agroceres.

Os tratamentos consistiram em submeter as
sementes a 6 periodos (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) de
permanéncia das sementes em incubadora tipo BOD, nas
condicdes do teste de envelhecimento acelerado (100%
UR do ar, 41°C). Para tanto, utilizaram-se, de cada lote,
sementes suficientes para uma distribuicio de uma
camada uniforme sobre uma tela de aluminio fixado no
interior de uma caixa plastica tipo “gerbox”, funcionando
como compartimento individual (mini-camara). No interior
dessas mini-camara foram adicionados 40 mL de agua e,
em seguida, os gerbox adaptados foram transferidos para
a BOD regulada a 41°C, onde permaneceram durante os
diferentes periodos dos tratamentos.
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Ap6s a remocdo das sementes da BOD,
determinou-se o teor de 4gua (método da estufa a 105 *
3°C por 24 horas (Brasil, 1992)) , atingido pelas sementes
nos diferentes periodos de envelhecimento acelerado. A
seguir, uma guantidade de sementes foi reservada para
imediato preparo das amostras a serem utilizadas nas
andlises bioquimicas e outra quantidade mantida em
condicGes controladas (60%UR e 20°C) até atingirem peso
constante, visando a uniformizacdo do teor de agua das
sementes em todos os tratamentos, para posterior
conducdo dos testes utilizados para avaliagdo da qualidade
fisiol6gica das sementes.

A avaliagdo do potencial fisioldgico consistiu-se
das seguintes anélises:

Para o teste de Germinacado foram utilizadas
quatro repeticdes de 50 sementes por lote para cada
tratamento. Efetuou-se a semeadura das sementes em rolo
de papel-toalha da marca Germitest, umedecidos com
quantidade de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do
substrato seco e colocados para germinar em germinador
regulado a temperatura constante de 25°C. As avaliacdes
foram efetuadas aos quatro e sete dias apds a instalacéo
do teste, de acordo com os critérios estabelecidos nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992) e o
resultado expresso em porcentagem média de plantulas
normais.

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado
adotando-se a metodologia recomendada pelo Comité de
Vigor da Association of Official Seed Analysts/AOSA
(1983) e descrita por Marcos Filho et al. (1987), Para tanto,
utilizou-se, de cada lote, sementes suficientes para uma
distribuicdo de uma camada uniforme sobre uma tela de
aluminio fixado no interior de uma caixa plastica tipo
“gerbox”, funcionando como compartimento individual
(mini-camara). No interior dessas mini-caAmaras
foram adicionados 40 mL de &gua e, em seguida, 0s
“gerbox” adaptados foram transferidas para uma
incubadora regulada a 41°C onde permaneceram por um
periodo de 96 horas. Apé6s esse periodo, quatro
repeticdes de 50 sementes foram submetidas ao teste de
germinacgao e apos quatro dias, foi realizada a avaliacéo,
computando-se a porcentagem de plantulas normais por
tratamento.

O teste de frio com terra foi conduzido com quatro
repeticbes de 50 sementes por lote para cada tratamento
e instalado em caixas plasticas (60 X 30 X 10 cm)
contendo uma mistura de areia e terra proveniente de area
recentemente cultivada com milho, nas propor¢des
respectivas em peso, de 2:1. Apds a semeadura, foi
adicionada 4gua no substrato até que o mesmo atingisse
60% da capacidade de retencéo. As caixas contendo as
sementes permaneceram em camara fria (10°C) por sete
dias e posteriormente mantidas em ambiente de
laboratdério por mais sete dias, quando as plantulas
emersas foram contadas e os resultados expressos em
porcentagem média de plantulas emersas por
tratamento.
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Para o teste de emergéncia de plantulas em
campo foram utilizadas quatro repeticées de 50 sementes
por lote para cada tratamento. As sementes foram
distribuidas em sulco com 2 m de comprimento, 0,03 m
de profundidade e a disténcia entre sulcos de 0,30 m. A
avaliagdo foi efetuada aos 14 dias apds a semeadura,
determinando-se a porcentagem médias de plantulas
emersas por parcela (Marcos Filho et al. 1987).

O teste de condutividade elétrica foi realizado
conforme a recomendacdo do Comité de Vigor da
Association of Official Seed Analysts (AOSA, 1983)
descrito por Loeffler et al. (1988). Foram utilizadas e
pesadas quatro repeticdes de 50 sementes, previamente
escolhidas para remocao daquelas com o pericarpo
danificado, por lote para cada tratamento. Apés a pesagem
de cada amostra, as sementes foram transferidas para
copos plasticos contendo 75 mL de agua destilada e
mantidas sob temperatura de 25°C, durante 24 horas.
Decorrido esse periodo, a condutividade elétrica da
solucéo foi determinada através de condutivimetro e os
valores médios para cada parcela foram expressos em
micromho por centimetro por grama de sementes.

A andlise de varidncia para os parametros
fisiol6gicos analisados foi realizada separadamente para
cada teste, segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticdes, onde a comparacao entre
as médias dos lotes e dos diferentes periodos de
envelhecimento acelerado foi efetuada através do teste de
Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade. Os dados
referentes ao grau de umidade néo foram submetidos a
andlise estatistica; os demais, com excecdo da
condutividade elétrica, foram transformados em arc sen

\/%/100

A avaliacdo das alteracdes bioquimicas foi feita
realizando-se, a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida para proteinas totais e para as isoenzimas
peroxidase, fosfatase &cida e malato desidrogenase,
conforme descritas a seguir:

Para o preparo das amostras foram utilizadas
aproximadamente 40 sementes, préviamente
desinfectadas em solu¢do de hipoclorito de sédio 1%, por
amostra de cada tratamento foram trituradas e as proteinas
de 500 mg de sementes moidas foram extraidas por
maceracdo em 1,5 mL de tampdo TRIS0,1M-pH 7,0 a
temperatura de 0 a -5 °C. Os extratos foram centrifugados
a 10.000g, por 15 minutos a 5 °C e o sobrenadante
utilizado como fonte de proteina e enzimas.

O teor de proteinas nas amostras foi determinado
pelo método descrito por Bradford (1976), com as leituras
da densidade 6tica a 595nm feitas em espectrofotbmetro
HITACHI, modelo U3210, tendo como padréo albumina de
soro bovino.

A eletroforese em géis de poliacrilamida foi
desenvolvida em sistema descontinuo (7,0% gel de
separacdo e 4,0% gel de concentracdo). em cubas tipo
Protean Il, por um periodo aproximado de 4 horas a 4°C,
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sob uma tenséo de aproximadamente 100V e corrente de
15mA. O sistema tampéo gel/eletrodo utilizado foi tris-
glicina 0,5M em pH 8,9.

Aliguotas das amostras contendo 100 e 200ug de
proteina foram aplicados nos géis de proteina totais e de
isoenzimas respectivamente.

Apos a corrida eletroforética os géis foram corados
de forma especifica para detecgdo das proteinas totais
(Paccola-Meirelles et al., 1988) e das enzimas malato
desidrogenase (Vallejos, 1983), fosfatase acida (Vallejos,
1983) e peroxidase (Graham et al.,1964)

A avaliacdo dos perfis eletroforéticos obtidos foi
realizada com base na presenc¢a ou auséncia de bandas
bem como na intensidade das mesmas. Para tanto, foram
célculados os coeficientes de mobilidade relativa (RF), com
base na razdo entre a distancia de migracdo da proteina
e a distancia de migracéo do corante marcador da fronte
do tampéao (azul de bromofenol).

Foi realizado também andlise sanitaria das
sementes, pelo teste de sanidade em papel de filtro, com
0 objetivo de averiguar, mesmo apos a desinfeccdo com
hipoclorito de sddio a 1%, a incidéncia de patégenos que
poderiam interferir nas andlises bioquimicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se o teor de 4gua das sementes antes
do envelhecimento acelerado, periodo Oh (TABELA 1),
pode-se constatar, relativa uniformidade do grau de
umidade entre os lotes, o que é considerado uma premissa
para se obter resultados confidveis neste teste, uma vez
gue segundo Marcos Filho et al. (1987), quanto maior o
teor de 4gua das sementes, maiores serdo os efeitos
deletérios deste teste.

Apds a exposicdo das sementes aos diferentes
periodos de envelhecimento acelerado, observou-se
aumento nos teores de agua a medida que os periodos
aumentavam, tendendo a estabilizacdo nos ultimos
periodos de permanéncia na camara. Para se proceder as
avaliag0es fisioldégicas comparativas entre os periodos,
houve a necessidade de uniformizagdo dos teores de agua
das sementes nos diferentes periodos. Apos a tentativa
de uniformizacéo, as mesmas permaneceram na faixa de
9,5 a 15,5% (TABELA 2).

Os resultados da maioria dos testes determinantes
da qualidade fisiologica das sementes (TABELA 2)

TABELA 1 - Valores médios dos teores de agua (%), das se-
mentes de milho, (hibrido AG 122), ap6s os perio-
dos de envelhecimento acelerado.

Periodos de Envelhecimento

LOTES Oh 24h 48h 72h 96h  120h
L1 9,7 16,3 17,0 19,6 21,0 22,4
L2 9,7 16,0 17,5 19,8 21,3 21,7
L3 10,0 16,2 18,1 19,8 214 21,8
L4 95 16,6 18,5 20,0 21,7 231
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TABELA 2 - Valores médios do teor de agua das sementes apds uniformizacao e dos testes determinantes da qualidade fisiol6gica
das sementes de milho (hibrido AG 122), referentes aos periodos (Oh, 24h, 48h, 72h, 96h e 120h) de permanéncia das
mesmas nas condi¢fes do teste de envelhecimento acelerado.

Teor de agua (%)

Germinagédo (%)

lotes Oh 24h 48h 72h  96h 120h lotes Oh 24h 48h 72h 96h 120h
L1 9,7 13,0 12,5 149 144 141 L1 99Aa'96Ba 92BCa 93BCa 84CDa 75Db
L2 9,7 12,7 13,3 148 15,0 13,6 L2 98Aa 97Aa 92ABa 94ABa 91ABa 85Bab
L3 10,0 13,3 13,9 148 152 13,3 L3 99 Aa 96 ABa 97 ABa 96 ABa 90BCa 85Cab
L4 9,5 13,2 145 14,7 155 14,8 L4 100Aa 93Ba 92Ba 92Ba 88Ba 86Ba
CV (%) 46 5,8 6,2 4,7 5,2 57
Envelhecimento acelerado (%) Frio com terra (%)
lotes Oh 24h 48h 72h 96h 120h  lotes Oh 24h 48h 72h 96h 120h
L1 86 Aa 82Ab 82Aa 78Aa 78Aa 55Bb L1 92Aa 86Aab 85Aa 89 Aa 89Aab 83Aab
L2 91Aa 93 Aa 75Ba 80Ba 77Ba 8l1Ba L2 95 Aa 92 Aa 92 Aa 92 Aa 93 Aa 89 Aa
L3 85 ABa 91 Aab 85 ABa 85 ABa 85 ABa 81Ba L3 94 Aa 90 Aa 87 ABa 89 ABa 85 ABab 77 Bb
L4 85 ABa 88 Aab 84 ABa 86 ABa 81 ABa 72 Ba L4 80Ab 78 Ab T72Ab 74Ab 77 Ab 77 Ab
CV (%) 65 53 58 6,3 6,2 54 CV (%) 65 6,2 6,2 5,2 7,3 6,5
Emergéncia de plantulas em campo (%) Condutividade elétrica (umhos/cm/g sementes)
lotes Oh 24h 48h 72h 96h 120h  lotes Oh 24h 48h 72h 96h 120h
L1 98 Aa 96 Aa 90 ABa 90 ABa 90 ABa 86 Ba L1 19Ac 21 Ac 19Ac 18Ac 18Ac 20 Ac
L2 98 Aa 94Aa 92Aa 96 Aa 92Aa 92 Aa L2 14 Aab 14 Aab 13 Aab 14Ab 13 Aab 13Aab
L3 9B Aa 9% Aa 92Aa 90Aa 88 Aa 92 Aa L3 16 Abc 16 Ab 14Ab 14Ab 16 Abc 16 Ab
L4 90 Aa 94Aa 88Aa 92Aa 92Aa 88 Aa L4 11Aa 12Aa 10Aa 10Aa 10Aa 1l1Aa
CV (%) 26 1,8 2,0 2,8 2,8 26 CV (%) 10,6 9,8 6,1 8,9 13,1 8,2

!Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

mostraram que, o lote 1 revelou-se como lote de qualidade
inferior aos demais lotes analisados e o 2 como de
qualidade superior.

Pelo comportamento dos lotes de sementes em
relacéo aos diferentes periodos de permanéncia das
sementes nas condi¢Bes do teste de envelhecimento
acelerado, observa-se que poucos foram os testes
determinantes da qualidade fisiologica das sementes que
revelaram sensibilidade apds os diferentes periodos de
permanéncia das sementes nas condi¢Ges do teste de
envelhecimento acelerado e quando apresentavam, eram
observadas nos maiores periodos.

Pela andlise sanitaria, ndo foi constatado
incidéncia de patdgenos que pudessem interferir nas
andlises bioquimicas e nem no desempenho das
sementes, possivelmente devido ao tratamento fungicida
e a desinfecgao prévia com hipoclorito de sddio a 1% que
as sementes receberam.

Em relacdo a andlise eletroforética, pode ser ob-
servado, pelas TABELAS 3, 4 e 5, que dentre as enzimas
avaliadas, a peroxidase e a fosfatase cida, apresentaram
diminuicdo do ndmero e/ou intensidade das bandas com
0 aumento do tempo de envelhecimento acelerado. Por
outro lado, nos perfis eletroforéticos da enzima malato
desidrogenase, ndo foram constatadas altera¢ces com o
aumento do periodo de envelhecimento acelerado.
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A malato desidrogenase (MDH), a enzima que
manteve seus padrdes isoenzimaticos inalterados com o
avanco do processo deteriorativo das sementes pelo
envelhecimento acelerado (TABELA 3), catalisa a
conversdo de malato a oxaloacetato, tendo uma importante
fungdo dentro do ciclo de Krebs, além de participar do
movimento de malato através da membrana mitocondrial
e outros compartimentos celulares, geralmente é de
natureza constitutiva com atividade n&o limitante em todas
as organelas e no citoplasma. Por se tratar de uma enzima
importante na respiragao celular, 0 aumento do nimero
(expresséo em diferentes compartimentos celulares) e ou
intensidade de coloracdo (inducéo da atividade da enzima)
das bandas nos perfis eletroforéticos observados por
Brand&o Junior (1996) em sementes de milho envelhecidas
por 144 horas e por Vieira (1996) em sementes de algod&o
quando submetidas aos maiores periodos de
envelhecimento, pode ser devido ao aumento da
respiragéo que ocorre em sementes que se encontram em
processo de deterioracdo avancado, uma vez que as
enzimas envolvidas na respiracdo podem ser ativadas em
sementes de qualidade reduzida (Shatters et al., 1994). Na
mesma pesquisa, Shatters et al. (1994) observaram que
em sementes de soja, a atividade da enzima malato
desidrogenase foi a menos afetada pelos tratamentos de
envelhecimento. Portanto, é de se supor que o periodo de
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TABELA 3 - Ocorréncia (intensidade e valores de Rf) das ban-
das da Isoenzima malato desidrogenase (MDH), de
sementes de milho (hibrido AG122), referentes aos
diferentes periodos de permanéncia das mesmas
nas condicdes do teste de envelhecimento acelera-
do (EA).

Numero de bandas

MDH 1 2 3 4 5
Valores de Rf

048 053 056

Tratamentos
Oh de EA
lote 1 =1 = = = =
lote 2 = = =

lote 3 = = = = =
lote 4 = = = = =
24h de EA

lote 1 = = = = =
lote 2 = = = = =
lote 3 = = = = =
lote 4 = = = = =
48h de EA

lote 1 = = = = =
lote 2 = = =

lote 3 = = = = =
lote 4 = = = = =
72h de EA

lote 1 = = = = =
lote 2 = = = = =
lote 3 = = = = =
lote 4 = = = = =
96h de EA

lote 1 = = = = =
lote 2 = = = = =
lote 3 = = =

lote 4 = = = = =
120h de EA

lote 1 = = = = =
lote 2 = = = = =
lote 3 = = =

lote 4 = = = = =

0,46 0,58

(= presenca de banda)

120 horas de envelhecimento acelerado empregado no
presente estudo pode ndo ter sido suficiente para
ocasionar alteragdes metabolicas suficientes para provocar
alteracGes nos perfis eletroforéticos desta enzima.

A fosfatase &acida, uma das enzimas que apresen-
taram decréscimo no ndmero e ou intensidade de bandas
com o envelhecimento acelerado, € uma hidrolase que
participa em reacdes de hidrélise de esteres, podendo
atuar sobre fosfolipideos de membrana, provocando a
peroxidacao destes lipideos. Roberts (1973) cita a prepon-
deréncia de enzimas hidroliticas terem a sua atividade
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TABELA 4 - Ocorréncia (intensidade e valores de Rf) das ban-
das da Isoenzima fosfatase acida (FA), de semen-
tes de milho (hibrido AG122), referentes aos dife-
rentes periodos de permanéncia das mesmas nas
condi¢cBes do teste de envelhecimento acelerado

(EA).
Numero de bandas
FA 1 2
Valores de Rf
Tratamentos 0,03 0,08
Oh de EA
lote 1 =t =
lote 2 * *
lote 3 = =
lote 4 = =
24h de EA
lote 1 = =
lote 2 * *
lote 3 = =
lote 4 = =
48h de EA
lote 1 = =
lote 2 * *
lote 3 * *
lote 4 * *
72h de EA
lote 1 X X
lote 2 X X
lote 3 X X
lote 4 X X
96h de EA
lote 1 X X
lote 2 X X
lote 3 X X
lote 4 X X
120h de EA
lote 1 X X
lote 2 X X
lote 3 X X
lote 4 X X

1(= presenca de banda, * banda de menor intensidade, X auséncia
de banda)

incrementada com a perda da viabilidade. Entretanto, como
pode ser observado na TABELA 4, esta enzima mostrou-
se com menos atividade nos periodo Oh e 24h de envelhe-
cimento acelerado para o lote 2, considerado pelos testes
determinantes da qualidade fisiolégica como lote de
qualidade superior em rela¢é@o aos outros lotes analisados,
porem no periodo 48h de envelhecimento acelerado, a
reducdo de intensidade das bandas foi, também, obser-
vada nos lotes 2, 3 e 4 e o desaparecimento por completo
das referidas bandas foi constatado para todos os lotes a
partir do periodo 72h de envelhecimento acelerado.
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TABELA 5 - Ocorréncia (intensidade e valores de Rf) das bandas da Isoenzima peroxidase (PRX), de sementes de milho (hibrido
AG122), referentes aos diferentes periodos de permanéncia das mesmas nas condi¢fes do teste de envelhecimento

acelerado (EA).

NUmero de bandas

PRX 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Valores de Rf
Tratamentos 0,03 0,08 0,21 0,28 0,33 0,37 045
Oh de EA
lote 1 =t = X X X L = = = X X
lote 2 = = X X X * = = = X X
lote 3 = = X X X = = + = X X
lote 4 = = X X X = = = X X
24h de EA
lote 1 = = X X X * = = X X
lote 2 = = X X X * = = = X X
lote 3 = = X X X = = + = X X
lote 4 = = X X X = = = X X
48h de EA
lote 1 = = X X X = = = X X
lote 2 = = X X X = = = = X X
lote 3 = = X X X = = + = X X
lote 4 = = X X X = = = = X X
72h de EA
lote 1 * * X X X = = = = X X
lote 2 * * X X X = = = = X X
lote 3 * * X X X = = = = X X
lote 4 * * X X X = = = = X X
96h de EA
lote 1 * X X X X = = = = = X
lote 2 * X X X X = = = = = X
lote 3 * X X X X = = = = = X
lote 4 * X X X X = = = = = X
120h de EA
lote 1 X X X X X = = = = * X
lote 2 X X X X X = = = = * X
lote 3 X X X X X = = = = * X
lote 4 X X X X X = = = = * X

}(= presenca de banda, * banda de menor intensidade, + banda de maior intensidade, X auséncia de banda)

Portanto, a atividade dessa enzima, correlacionou-
se negativamente, com os provaveis efeitos deteriorativos
provocados pelo envelhecimento acelerado nas sementes
a partir do periodo de 72h. Apesar dos resultados estarem
em desacordo com os encontrados por Rajagopal & Sen-
Mandi (1992), que observaram alta atividade desta enzima
em embrides de sementes de arroz envelhecidas
artificialmente e por Brand&o Junior (1996), em que a
atividade da enzima foi observada a partir de 96 horas de
envelhecimento, eles reforcam os obtidos com cevada,
soja (Chauhan et al., 1985) e amendoim ( Jeng & Sung,
1994), nos quais a atividade da fosfatase acida decresceu
com o aumento do envelhecimento.
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Pela andlise da TABELA 5, podem ser observados
também mudancas nos padrdes isoenzimaticos da
peroxidase com o aumento do tempo de envelhecimento
acelerado das sementes. A partir do periodo de 72h de
envelhecimento acelerado foi observado que os padrées
das bandas desta isoenzima, revelam-se semelhantes para
os diferentes lotes, ocorrendo diminuicdo da intensidade
de coloragdo de algumas bandas que tenderam a
desaparecer nos periodos subsequentes.

A atividade dessa enzima, correlacionou-se
negativamente com os resultados detectados pelos testes
determinantes da qualidade fisiol6gica das sementes. Por
ser a peroxidase uma das enzimas “scavenger”
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(Basavarajappa et al., 1991; Jeng & Sung, 1994), ou seja
removedora de perdxido, a perda da atividade dessa
enzima pode, parcialmente, esclarecer porque sementes
envelhecidas acumulam mais peréxidos. Os resultados
deste trabalho reforcam os de Basavarajappa et al. (1991),
Jeng & Sung (1994), os quais verificaram aumento da
peroxidacao de lipideos com a evolucédo da deterioracdo
das sementes. Outros autores, a exemplo de Abdul-Baki
& Anderson (1972) encontraram também relagéo entre a

atividade das peroxidases com a viabilidade de sementes.

Em relacdo aos perfis eletroforéticos de proteinas
totais, referentes aos extratos de sementes de milho que
foram submetidas aos diferentes periodos de
envelhecimento acelerado, pode ser observado nas
TABELAS 6a e 6b, que o nimero de bandas foi mantido,
havendo o desaparecimento de trés bandas, que diferiram
qguanto a posicao entre os periodos (0h, 24h, 48h) e (72h,
96h e 120h). Estes resultados estdo em desacordo com

TABELA 6a - Ocorréncia (intensidade e valores de Rf) das bandas de proteinas totais, de sementes de milho (hibrido AG 122),
referentes aos periodos (Oh, 24h e 48h) de permanéncia das mesmas nas condi¢fes do teste de envelhecimento

acelerado (EA).

Nudmero de bandas

Prot. Total 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Valores de Rf

Tratamentos 0,02 0,04 0,07 0,10 0,12 0,15 0,18 0,22 0,23 0,25 0,27 0,29 0,35 0,38 0,42 0,44 0,50 0,54 0,59 0,63 0,71 0,77 0,87

Oh de EA

lote 1 st =2 = 2 o2 2 2 =2 =2 = = =2 = =2 = = =52 =2 % = =2 % %
lote 2 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X
lote 3 = = =2 = =2 = =2 =5 =5 2 =2 = = =2 = =2 =2 =2 % = 2 X X
lote 4 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X
24h de EA

lote 1 = = = = =2 = =2 = = =2 = =2 = =2 =2 = =2 = % =2 = ¥ %
lote 2 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X
lote 3 = = = = =2 = =2 = = =2 =2 =2 = =2 =2 = =2 = % =2 = ¥ %
lote 4 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X
48h de EA

lote 1 = = =2 = =2 = =2 =5 =5 2 =2 = = =2 = =2 =2 =2 % = 2 X X
lote 2 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X
lote 3 = = =2 = =2 = =2 =5 =5 2 =2 = = =2 = =2 =2 =2 % = 2 X X
lote 4 = = = = = = = = = = = = = = = = = = X = = X X

(= presenca de banda, X auséncia de banda)

TABELA 6b - Ocorréncia (intensidade e valores de Rf) das bandas de proteinas totais, de sementes de mlho (hibrido AG 122),
referentes aos periodos (72h, 96h e 120h) de permanéncia das mesmas nas condi¢Ges do teste de envelhecimento

acelerado (EA).

Numero de bandas

Prot. Total 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Valores de Rf

Tratamentos 0,02 0,04 0,07 0,10 0,12 0,15 0,18 0,22 0,23 0,25 0,27 0,29 0,35 0,38 0,42 0,44 0,50 0,54 0,59 0,63 0,71 0,77 0,87

72h de EA

lote 1 w =2 = = x o= = =2 =2 x = =5 = =5 =2 = =2 = =5 =2 = =2 =
lote 2 X = = = x = = = = X = = = = = = = = = = = = =
lote 3 X = 8 =2 X =8 =2 858 == ¥x | =2 85 =52 5 =2 =5 85 =2 85 =53 35 3
lote 4 X = = = x = = = = x = = = = = = = = = = = = =
96h de EA

lote 1 X = = = x =2 =2 =5 = x =2 = =2 = =5 = = =2 =2 =5 =2 = =
lote 2 X = = = x = = = = X = = = = = = = = = = = = =
lote 3 X = = = x =2 =2 =5 = x =2 = =2 = =5 = = =2 =2 =5 =2 = =
lote 4 X = = = x = = = = X = = = = = = = = = = = = =
120h de EA

lote 1 X = 8 =2 X =8 =2 858 == ¥x | =2 85 =52 5 =2 =5 85 =2 85 =53 35 3
lote 2 X = = = x = = = = x = = = = = = = = = = = = =
lote 3 X = 8 =2 X =8 =2 858 == ¥x | =2 85 =52 5 =2 =5 85 =2 85 =53 35 3
lote 4 X = = = x = = = = x = = = = = = = = = = = = =

1(= presenca de banda, X auséncia de banda)
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os observados por Basavarajappa et al. (1991), Varier &
Dadlani (1992) e Vieira (1996), que encontraram
decréscimo no numero de bandas nos perfis eletroforéticos
das proteinas de sementes envelhecidas artificialmente.
Portanto, para este hibrido (AG122), verifica-se
que as alteracdes nos perfis isoenziméticos (fosfatase
acida e peroxidase) detectados nas sementes a partir do
periodo 72h de envelhecimento acelerado, se relacionaram
com o provavel efeito deteriorativo provocado pela
exposicdo das sementes as condi¢cGes do teste de
envelhecimento acelerado, independentemente da
qualidade dos lotes, apesar da maioria dos testes
determinantes da qualidade fisiol6gica das sementes,
aparentemente ndo terem sido sensiveis o suficiente para
detectar o efeito deteriorativo provocado pelo
envelhecimento acelerado e, quando detectado, era
observado nos periodos mais longos de tratamento.

CONCLUSAO

As alteragGes eletroforéticas das isoenzimas
fosfatase acida e peroxidase foram mais efetivas do que
os testes utilizados para avaliacao da qualidade fisiologica,
em indicar o provavel efeito deteriorativo que o teste de
envelhecimento acelerado provoca nas sementes de milho.
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