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1RESUMO

Foram redizades andlises de qudidade fisoldgica, bem como ensaos
enzimédicos de a-amilase e amilases totais em sementes de milho, cv. Saracura BRSA154 e
CATI AL34, submetides a diferentes periodos de deficiéncia de oxigénio (hipoxia), com a
findidade de avdia a resposta das sementes a condicéo. Para tanto, as sementes das
cultivares AL34 e Saracura foram submersss em 50mL de &gua dedtilada e incubadas em
geminadores a 27°C, no escuro, durante O, 1, 2, 3, 4 e 5 dias Apds ese periodo foram
redizados tetes de gaminagéd e vigor (primeéra contagem do tedte de germinagéo,
condutividede détrica, crexcimento de plantulas, emergéncia das plantulas em campo, indice
de veocidade de emergéncia e tempo médio de emergéncia). Para a avdiacé da aividade de
a-amileae e de amilases totas as sementes submetidas aos periodos de submersio foram
dividides em quatro grupos. Um grupo foi prontamente congdado e os outros trés foram
semeados em gerbox e mantidas a 27°C durante 2, 4 e 7 dias. Paa a extragio das enzimas
amiloliticas, retiro-se os tecidos de reserva das sementes, que foram macerados em tampéo

TRISHC 01mal.Lt, pH 7, contendo NaCl 01mol.L'e CaCl, 10mmal.L! e centrifugadas a



12000g, 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi congelado aé a redizacdo dos ensaios.
A aividade de amilases totas e de a-amilase foi medida em um dstema de reacdo, contendo
Acgtao de sbdio 50mmol.L™?, pH 52 e CaCl, 10mmol.L! e amido solivel de bataa 2,5%
como subdrato, incubado a 35°C durante 15minutos. Para indivar outras  amilases,
permanecendo apenas a a-amilase, 0 extrao cru foi manttido a 70°C, durate 15 minutos. A
dividade amildlitica foi expressa en mmol de aglcares redutores produzidos pela degradacéo
de amido, por mg de proteing, por minuto. Apds os periodos de hipoxia as sementes foram
semeadas em papel germites embebido em solugBes de 100mg.L de GAs, 0,375% de CaCh
e 100mgL™? de GA; + 0375% de CaCh paa avdiacd da porcentagem de germinacéo,
primera contagem, crecimento de plantulas e dividade de a-amilase e amilases totas Os
resultados indicam que as sementes de ambas as cultivares sfo tolerantes & hipoxia, mas
houwve inibicdo da degradacd e mobilizagdo das reserves. O cdcio e o &ido giberdico
isoladamente ndo tiveram efeito ggnificativo nas sementes submetides a submerséo. No
entanto, em lucéo de cloreto de cdcio combinado com &ido giberdico as condicbes para a

germinac2o e degradacdo de reservas das sementes foram favorecidas.



MAIZE (Zea mays L.) SEEDS AMYLOLITIC ACTIVITY AND PHYSOLOGICAL
QUALITY WHEN SUBJECTED TO FLOODING. Botucau, 2002. 56p. Dissatecéo
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2 SUMMARY

Maze seeds cultivars Saracura BRS-4154 and CATI AL34, subjected
to severd flooding periods, were accessed for phydologicd qudity and totd amylase and a-
amylase activity aming to evaute seeds response to this condition. The seeds were submerged
in 50mL of digtlled water and incubated a 27°C, in the dark during O, 1, 2, 3, 4 and 5 days
After thet, germinaion and vigor (firg counting, dectricd conductivity, seedlings growth,
seadlings fidd emergence, germination index and germination speed) tests were caried out.
For the amyldlitic activity, the seeds subjected to hypoxia were divided in four portions One
portion was reedily frozen and the other three were germinated during 2, 4 and 7 days The
enzymes were extracted by the seeds reserve tissues homogenization in buffer 0.1mol.L™
TRISHC, pH 7, with 0.Imol.L™* NaCl and 10mmol.L" CaCl,. After that, the solution with the
homogenized tissues was centrifuged a 12000g at 4°C during 10 minutes The pdlet was
discaded. The amylditic activity was meesured in a reaction buffer containing, sodium

acetate 50mmol.LY, pH 5.2 and CaCh 10mmad.L! dong with soluble potato starch 2.5% as



subgtrate incubated a 35°C during 15minutes To inactivate other amylases, and purify a-
amylase, the crude extract was incubated a 70°C, during 15 minutes The amylase activity
was expresd in reducing sugars mmol produced by darch degradetion per proten mg, per
minute. After the hypoxia periods the seeds were germinaied in germites paper imbibed in
100 mgL! GAs, 0375% CaCl, and 100 mgL™ GAs + 0.375% CaCl, solutions and assessed
for germination and vigor tests and amyladlitic activity. The results indicate both cultivars are
tolerant to hypoxia but hed ther resarve degraddion and mobilizetion inhibited by oxygen
deficdency. Cddum and GA individudly have no effect on submerged seeds but when
combined they have synagidic effect and improving the conditions for germination and

reserve degradation of germinating seeds.

Keywords; germination, hypoxia, a-amylase



3INTRODUCAO

A gaminagd de sementes de cereais € um dos procesos fisoldgicos
mas edudados devido a grande importdncia desses na nutricdo humana. No entanto, a
maoria dos trabahos redizados com sementes descreve 0 processo aerébico e apenas pequena
quantidade de trabahos se refere as vias que operam sob condicdes de baixa digoonibilidade
de oxigénio durante a germinago.

O papd do reguste meabdlico no edresse por dagamento tanto em
plantas adultas, como em samentes tem Sdo, recentemente, motivo de grandes controvérsias.
Exidem quaro aspectos principas de discussio, sendo ées (1) a maoria dos centistas
assumem que o dagamento leva a uma condicdo anaerdbica, que seria o0 Unico faor de
estresse, ignorando 0s danos nas sementes causados pela embebicéo repentina (2) Devido a
ese fato, véios edudos tém enfocado a respiracdo anaerdbica e a quantificacdo de seus
produtos, como o eanol, e discutido a importéncia destes na injuria pdo dagamento. (3 A
tendéncia de dasdficar as sementes em edritamente tolerantes ou ndo tolerantes leva a

acreditar na exigténcia de uma enzima chave presente ou ausente nesses grupos. Apos



inimeros  trabahos, td enzima anda ndo foi encontrada (4) O dagamento pode levar a
mudancas no meabolismo secund&io que s confundem com as  modificacBes do
metabolismo primério, levando a condusdes errdness.

Durante os ed&dios inicias da geminacdo, as sementes iniciam
rapidamente o metabolismo energético e a aivagd da via glicolitica se torna mais rgpida que
0 desenvolvimento das mitocOndrias, fazendo com que as sementes acumulem piruvato. Desta
forma, h& um desvio da via aerdbica para a via fementativa, durante um pegueno periodo da
geminacd das sementes. Neste contexto, acreditase que as sementes que embeberam s
tornam anaerdbicas aé a emergéncia da raiz prim&ia As sementes de milho, em particular,
guando em ambientes aagados, edendem sua fase anaerdbica aé a drenagem da &ua e as
condi¢8es de oxigénio voltem ao normd e, a partir de entdo, emitem aradicula

A maoria das samentes de plantas superiores ndo consegue germinar
em condicbes anOxicas (austncia de oxigénio) ou hipdxices (baixa quantidede de oxigénio).
As sementes amiléceas possuem maor tolerdncia a condicOes dagadas que sementes
oleaginosas ou protéicas. No entanto, entre os cereals, apenas 0 aroz (Oryza sativa L.)
consegue germinar e dongar seu coledptile em condigdes andxicas. Essa diferenca de
comportamento sugere que a presenca do amido pode ser um dos mecanismos, mas acredita-se
gue ndo sga o Unico, agarantir atolerancia das sementes a anaerobiose.

O us de &aido gberdico (GAs) e de cdco na germinacédo de
smentes tém 9do muito usadas para induzir uma mehor e mas rgpida germinagdo em

condi¢cBes de dorméncia, estrese e baixo vigor das sementes.



O objetivo deste trabadho é avdiar aquaidede fisoldgicae
degradacdo de amido nas sementes de duas cultivares de milho submetidas a0 dagamento e o

efeito do cloreto de cdcio (CaCl,) e GA 3 nessaresposta.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Degradacéo e mobilizacdo de reservas das sementes

A moblizacéo das reservas das sementes ocorre gpGs 0 dongamento e
emissio da raz primaia sendo, portanto um evento pds-germindivo, no entato, a
degradac@ dessas resarvas e inicia nas primeras horas de embebicdo das sementes néo
dormentes (Bewley & Black, 1985). Concomitante com a degradacéo das reservas insolUveis
de dto peso molecular, ocorre a sua converssto a formes sollves, que So rapidamente
trangportadas aos tecidos em crescimento e utilizadas para diferentes propddtos, tas como a
garacdo de energia e a producdo de matérias primas (proteinas, &cido nuclécos, carboidratos e
lipideos) para a congrugdo de novos tecidos e cdulas (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). As
modificacbes metabdlicas que ocorrem nesses eddgios S0 resultado da aividade de véias
enzimas de hidrdlise e trandferéncia (Bewley & Black, 1985).

Sggundo Mayer & Pojakoff-Mayber  (1985), & ewzimes de

degradacéo de reservas podem ou ndo edar presentes nas sementes quiescentes. As enzimes



pré-existentes 50 detectadas em baixa atividade nessas sementes e, durante a embebicéo da
semente, sSo aivadas e secretadas  para as cdulas onde ocorrerd a degradacéo das reservas.
Por outro lado, ainda durante a embebicdo, € induzida a sintese denovo, a patir dos
aminoé&cidos digponivels, de enzimas que ndD SB0 detectadas nas sementes quiescentes (Varner
et d., 1965).

As substéncias de reserva de sementes sfo carboidratos, lipideos
proteinas, acidos nudéicos, compostos contendo fosforo  (fitatos) e mingas (Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1985). Condderando-se 0 principd composo amazenado, as sementes
podem ser dividides entre agudas ricas em caboidratos, as ricas em lipidios e as ricas em
proteina (Cavaho & Nakagawa, 2000). Em sementes de cereds as principas substancias de
reserva S0 0s carboidratos, chegando a aé 70 % do totd da semente, seguidos pelas proteinas
gue condituem 8 a 15% das samentes (Zamski, 1995). As sementes de  milho possuem em
média 83% da matéria seca condituida por caboidratos, entre ees, amido, frutosanes e
polissccarideos da parede cdular € monossacarideos (Carvdho & Nakagawa, 2000 e
Buckeridge e d., 2000). O amido é o principd caboidrato de reserva de cereais (Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1985), condituindo, goroximadamente, 72% da semente de milho e 88% de
seu endosperma (Medcdf, 1973).

O amido é um poimero de glicose organizado em edtruturas
granulares insollvels, denominadas gréos de amido, e condituido de dois tipos de moléculas, a
amiloe e a amilopectina (McLeod, 1974). A amiloe goresenta cadeia linear, com ligacOes
glicodidicas a-1,4 e compde 25% a 30% do amido totd da semente de milho comum e cerca
de 75% de samentes de cultivares de milho com dto teor de amilose. A amilopectina apresenta

ligacOes a-14 e a-1,6, originando uma cadeia ramificada. Seu teor vaia entre 75% do amido



10

totd em sementes de cultivares de milho comum e 99% do amido em sementes de milho
cerdeeo, também denominado waxy (Medcdf, 1973, Ssvak & Preiss 1995, Zamski, 1995).
Devido a sua caacterigica granular e insolivel, o amido da semente é resstente a0 atagque
ezimdico (Faonon e d., 1992). O inido de sua degradac@o, portanto, requer enzimes
epecidizadas que, gerdmente, ndo exisem ou tém atividade muito baixa na semente madura
e quiexente (Zeigler, 1995). Sendo assm, a producdo de um mecanismo de degradacdo do
amido dtamente eficiente € um dos fatores chave paraa germinagdo e vigor das sementes.

A degradacédo do amido durante a germinagé@o ocorre por melo de duas
vias, a via hidrdlitica (amildlitica) e a via fosforalitica (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). A
via fodforalitica ocorre araves de mecaniamos que envolvem a fodforilagdo direta de residuos
de glicose terminais (Bewley & Black, 1985). Essa via paece s exdusva do amido, pois
aé o momento ndo foi detectada a presega de um mecanismo semehante em outros
polissacaridens, como os frutanos e polissscaridens de parede cdular, devido ao dto custo
energdtico desse processo, invidveis do ponto de vida evolutivo (Somme, 1970, Red, 1971;
Buckeridge et d., 2000).

A via hidrdlitica é predominante em ceredis e € inidada pea acdo da
a-amilae (EC 3211) que quebra, a0 acaso, as ligacles a-14 entre os residuos de glicose
das cadeias de amilose e amilopectina (Dunn, 1974; Sun & Henson, 1991). Entre as enzimes
amilolitices dives duratte a germinacdo, acreditase que a a-amilase exerca pape
fundamenta na degradac@ de amido em sementes de cereds devido a0 seu poder de iniciar a
hidrdlise de gréos de amido insolivels (Dunn, 1974; Beck & Zeigler, 1989) e por agpresentar
9% da dividede amilditica totd no inido da gaminacd (Mayer & Poljakoff-Mayber,

1985). No entanto, segundo Sun & Herson (1991), 6 a acdo conjunta das diversas hidrolases,
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como a a-amilas, b-amilase, enzimas desamificadoras e a-glucosdase, resulta na

degradac&o completa do amido.

4.2 Regulagéo da degradacéo de carboidratos de reserva em cereais

4.2.1 Papd do acido giberdico

De acordo com Dure (1960), a a-amilase ndo edd presente em
samentes quiescentes, sendo sintetizada denovo durante a germinacdo e secretada para o
endosperma amil&ceo por dois tecidos, 0 escutelo e a camada de deurona

Haberlandt (1890), citado por Adhford & Gubler, (1984) obsarvou que
a secrecé de enzimas de degradacé@o do amido dependia da presenga do embri&o, quando este
era retirado ndo havia degradacéo, mesmo gpds um longo periodo de hidratacdo. No entanto,
0s endogpermas, quando hidratados proximos aos embrifes isolados, a degradacéd de amido
ea observada Dessa forma foi verificado que o embrido produz uma substéncia que s
difunde no meio e induz a sintee de a-amilase. Sendo assm, foi conduido que a sintese dessa
enzima ocorre em respoda a snais produzidos pelo embrido durante a germinago.

Até a década de 60, no entanto, ndo se conhecia nada a respeito desses
gnas. Fo entdo que Pdeg (1960) verificou que em mea-samentes, mesmo na auséncia do
embrido, lugdes de GA 3 esimularam a aividade de a-amilase em cevada

O pgpd do GA3; = tornou mas daro em meados da década de 90,
quando Lenton et d. (1994) verificaam que 0 embrido da semente produz e libera GA; no

endosperma. Conduiu-se, entdo, que o emhrido regula a mobilizacdo das reservas da semente



12

através da secrecdo de GA que esimula uma via da transducéo na camada de deurona e no
escute o, culminando com atranscricéo de MRNA de a-amilase (Lenton et d., 1994).

O usn de giberdinas na fase de germinacdo pode mehorar a grformance de sementes
de vaias egpéces principdmente, sob condicOes adversas (Bevilagua @ d., 1993; Cunha &
Cadi, 1989). O &ido gberdico, condderado por Levitt (1974) um aivedor enzimético
enddgeno, promove a geminacdo, sendo que, a golicacdo exdgena deste promotor influencia
0 metabolismo protéico, podendo dobrar a taxa de Sintese de proteines das sementes (Mc
Dondld & Khan, 1983).

Segundo Sdishury & Ross (1991), na maoria das egpécies, as giberdinas auam no
dongamento cdular, fazendo com que a raiz primaia rompa os tecidos que restringem 0 Seu
crecimento, como O endosperma, O tegumento da semente ou edruturas do fruto. Em
sementes de dface, colocadas para germinar em condicdes de escuro a 20°C, o &dido
giberdlico esimulou a germinegdo das mesmaes, quando submetides a concentracdes de 25;

50; 100 e 200mg.L ! (Cunha& Casdli, 1989).

4.2.2 Papd do célcio

O cdcdo é um demento que paticipa de véaios procesos fisoldgicos
nos diferentes edadios de desenvolvimento das plaitas Sua dividade depende da
concentrg@ e locdizagdd na cdula (Trewawas, 2000). Ao contr&io dos outros nutrientes, a
maor proporgdo encontrase locdizada no agooplasto (Sding @ d., 2000), edabilizando

ligagdes entre as substéncias pécticas da parede cdular ou como reserva no vactiolo.
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Um dos papds mas importantes do cddo (C&£") é o de mensageiro
secund&io em vies de transducdo de snd em cdulas vegetas, sendo muito estudado por
vaios autores (Bush, 1995; Yang,1996). Este ion estd envolvido em véias respostas de
plantas a etimulos ambientals e hormonais em processos cdulaes e de desenvolvimento
(Gerhing et d.,1990).

O C&" tem a capacidade de regular grande vaiedade de processos
devido a grande didribuicdo espaco-tempora dos efetores egpecificos para ions (Yang,
1996). O C&* diva diretamente véias quinases protéicas ou ligada & camodulina (CaM),
formando o complexo Ca&'/CaVl, que tem por funcdp aivar outras quinases protéicas
resultando em uma reacd0 em cadeia que chega aé onudeo da cdula induzindo a expressto
de genes especificos (Y ang, 1996).

Bush (1995) rdaou que o GAz indiz mudagas na concentragéo
citoplasmética de Ca?* nas cdulas de deurona, que se caracterizam em eventos de transdugzo
de snd e de regulacéd da germinagdo. Foi veificado também que o etimulo da germinagéo
causado pdo GA, causou, anteriormente, aumento na concentracdo citoplasmética desse ion,
representando 0 9gema de sndizagéd dependente de cdmodulina (Gilory & Jones 1993;
Schuurink et d.,1996).

Gilory (1996) modrou que grande quantidade das fungbes da camada
de deurona de sementes de cevada sio sindizadas pdo Ca®*. Este autor observou que
concentragdes citossdlicas de Caf* e de camodulina aumentam em protoplastos da camada de
aleurona tratados com GA, e que antagonigtas da camodulinaiinibem a secre¢do de amilases.

Subbaiah et d. (1994) e He et d. (1996) obsarvaram que o défice de

oXignio estimula o influxo de cdco paa o dtosol, aivando genes importantes para o
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metabolisTo anaerdbico. Nas pesguisas desenvolvidas por esses autores, o cdcio estava livre
no citosol e sua concentrag&o variou entre 25nM  (concentragéo normd) e 150nM  (estresse),
faxa em que ese demento aua como um mensageiro secundaio de processos cdulares (He
et d., 1996b; Subbaiah, e d., 1994). Akazaua & HaraNishimura (1985) e Fincher (1989)
verificaan que o amento do C& intracdular controlada por biorreguladores induz a
produco e secrecéo de a-amilase em sementes de arroz e cevada.

Purcno (2001) veificou que sementes de milho cov. BR$A4154
Saacura submetidas a hipoxia que tiveram contato mais prolongado com CaCl, durante a
germinacdo, 3 e 4 dias, goresentaram maior aividade de a-amilase, detectada por eetroforese,
gue agudas que ndo tiveram contalo ou que permaneceram menor tempo, 1 e 2 dias, em

contato com esse 4.

4.3 Germinagao de sementes em condi¢cdes de deficiéncia de oxigénio

A divacd do processo germinativo requer um adequado suprimento
de &gua e oxigénio. No entanto, quando ha exceso de &ua, a disponibilidade de oxigénio
paa 0 embrido diminui, reduzindo ou arasando a geminecé em vaias egpecies (Kozlowski
& Pdlady, 1997). Segundo Kozlowski (2002), a inundacéo do solo provoca vaios efeitos
prgudicias a gaminagdo das samentes e desenvolvimento de plantulas. O dagamento do solo
leva a uma rgpida embebicdo, que causa injUrias a0 tegumento das sementes (Hou & Thseng,
1991) e uma baixa digoonibilidade de oxigénio (Ponnamperuma, 1972), induzindo um desvio
do meaboligmo aerébico para 0 metabolismo fermentativo (Cranford, 1978; Betani & 4.,

1980; Al-Ani & d., 1985, Raymond et d., 1985). Desta forma, a semente ja danificada tem
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menor quantidade de energia disponivdl para o processo germinaivo, refletindo em menor
vigor (Richard et d., 1991).

Em dimas tropicas vaios faores hidticos e abidticos influenciam na
perda de viabilidade e vigor das sementes. Entre esses, 0 excesso de chuva logo gods a
semeadura, pode sr um fator limitante a producdo, por causar deterioracdo das sementes
levando a menor emergéncia das plantulas em campo (Duke & Kakefuda, 1981).

Em milho, tanto o enchacamento do solo quanto a submersfo das
sementes em &gua, em condicdes de laboratdrio, reduzem ou impedem a germinacéo (Deboer
& Ritter, 1970; Fausey & McDondd, 1985, Van Toa & d., 1988 Khosavi & Andesen,
1990). Dantas et d. (2000) observaram que a germinagdo e 0 vigor das sementes da cultivar de
milho AL30 decresceram imediatamente gpods estas serem submetidas a0 dagamento, havendo
decréscimo de 40% a patir do terceiro dia de dagamento e ao s&imo dia ndo houve
geminacdn. Martin et d. (1991) verificaram que a tolerdncia dessa epécie varia de acordo
com a cultivar e com a temperatura de dagamento. A dteracdo da expressio de genes durante
periodos com deficénca de oxigénio, leva a um gude metabdlico, permitindo & plantas
sobreviverem (Drew, 1997) e é regulada ao nivel de transcricdo e tradugéo (Sachs et d., 1980;
1996). Algumas plantas agpresentam ceto grau de tolerdncia a ambientes hipdxicos pda
manutencdo da respirac@ aravés da via anaerdbica (Sachs e d., 1996), garantindo assim o
minimo de energia necessaria para a SUa Sobrevivéncia Essas variagdes no grau de tolerancia
a hipoxia ocorrem entre as diferentes egpécies e na mesma egpécie entre as diferentes
cultivares.

McMannon & Crawford (1971) verificaam a presenca de enzima

mdica em raizes de plantas susceptiveis ap dagamento e auséncia nas tolerantes. No entanto,
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Van Toa e d. (1987) ndo obsarvaram corrdagcé entre essa ou outra enzima do metabolismo
fermentativo e a toleréncia de sementes a hipoxia Al-Ani & d. (1985) e Raymond et 4d.
(1985) verificaram que sementes amiléceas gpresentam maior tolerdncia a deficiéncia de O,
durante a germinacdo que sementes oleaginosas, indicando que a tolerncia pode edar ligada
ao metabolismo do amido durante a germinagéo.

Perata et a. (1992) verificaram diferergas na dividade de a-amilase
entre as variedades indica e japonica de aroz, quando ubmetidas a anoxia A variedade
japonica (mais tolerante a anoxia) goresentou maior aividade de a-amilase que a vaiedade
indica. A partir deste resultado, Richad e d. (1991) concluiram que as resarvas de amido
poderiam exercer importante pape na manutencédo do metabolismo em plantulas de aroz sob
anoxia Al-Ani et d. (1985), por sua vez, verificaram que as reservas de amido e a aividade de
a-amilae exerceam importante pgpd na manutencéo do metabolismo de sementes de milho
(Zea mays L.) sob deficiéncia de Q. Alves et d. (2002) em revisio recente sobre este assunto,
discutem 0os mecanismos de tolerdncia da variedade Saracura BRS4154 e dirmam que
durante a germinacd O cdco arasa o desenvolvimento das plantulas dessa cultivar
preservando as reservas de  carboidratos na cariopse. Esses autores, juntamente com Purcino
(2001) conduiram que a maor tolerdncia da cultivar sga caracterizada pda expressio de
genes que codificam a-amilase e scaose dntase, que auaian como Mmantenedores do
metabolismo anaerdbico. Pouco s conhece, no entanto, sobre a cindica da  dividade
amilditica de sementes de milho em condicdes hipdxices e sua influbnda na qudidade

figologica das sementes.
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5MATERIAL E METODOS

5.1 Local

As avdiacOes de gaminac@o e vigor das sementes foram conduzidas
no Laboratério de Andise de Sementes do Depatamento de Producdo Vegetd-Setor de
Agricultura da Feculdade de Ciéncias Agrondmicas e no Laboradrio de Bioquimica de
Plaitas do Depatamento de Quimica e Bioguimica do Indituto de Biociéncias da
Univerddade Egtadud Pauliga (UNESP), Botucatu-SP, entre janero de 2000 e dezembro de

200L

52 Material
Foram utilizadas sementes de milho das cultivares CATI-AL34 e
Saracuras BRSA1H4, penara 20, doadas peda Fazenda Expeimentd do Lageado (FCA-

UNESP) e pda EMBRAPA- Milho e Sorgo, respectivamente.
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A cadtivae CATI-AL34 é recomendada para solos de baixa a dta
fertilidade e com produividade média de 5500 kgha®. Essa cultivar tem origem no
cruzamento a0 acan de cultivares de cido normd, obtido gpds diversss geracdes de
recombinagOes e sdecdo massd, goresentando ddo semiprecoce. A dtura média da planta é
de 232m e a dtura média da insacédo da espiga é de 140m e aoresentando uma boa
resséncia a0 acamamento. As espigas sfo do tipo conica com nimero médio de 14 fileiras de
gréos e bom empahamento. Os grédos sBo semiduros de coloregdo amaredo-daranjado (CATI,
2002).

A cultivar SaracuraBRSA154 é uma variedade de podlinizacéo livre e
cclo precoce, sdecionada a patir de uma ampla base gendlica paa tolerdncia @
enchacanento temporaio do solo. A dtura méa da plata € de 235m com um
empahamento muito bom. Sua produtividede de 5.000 a 6500kgha®. Os gréb so adaranjados

do tipo semiduro (EMBRAPA, 2002).

5.3 Imposicao dostratamentos de hipoxia

As samentes das cultivares AL34 e Saracura foram submerses em
50mL de &gua dedtilada em copos plagticos de 250mL, contendo 50 sementes em cada copo.
Para prevencdo do crescimento de bactérias e de fungos foram adicionados antibidtico
(Ampidlina 100ng.L'Y) e fungidda (Rhodiauran 750mgL?) & solucio de dagamento (Martin
e 4d., 191). As caiopses submetides a0 dagamento foram, entéo, incubadas em

germinadores a 27°C, segundo Martin et d. (1991), no escuro, durante 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias.
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5.4 Avaliag8es da qualidade fisiol6gica das sementes

5.4.1 Por centagem de ger minagéo

ApbGs os periodos em dagamento, as sementes foram submetides a0
teste de germinacdo, de acordo com as Regras para Andise de Sementes (Brasil, 1992), com
modificagdo da temperatura de germinacdo. A temperatura de 27°C foi utilizada para os testes
de geminacdo e vigor, conforme recomendecOes de Martin & d. (1991) por ser
figologicamente mais propicia a germinag o e deservolvimento do milho.

As quatro subamodras de 50 sementes de cada tratamento foram
didribuides em rolo de pepd todha gamited, umedecido com quantidede de &ua
equivalente a 2 vezes 0 peso do substrato e mantidas em germinador a 27°C, no escuro. As
avdiacOes foram feitass aos sete dias gpds a semeadura e 0s resultados expressos em
porcentagem média de plantulas normas, conforme indicadas nas Regras paa Andie de

Sementes (Bradil, 1992).

5.4.2 Testes de vigor

A primera contagem do teste de germinacéo, redizada quetro dias
ao0s a semeadura, foi condderada como um teste de vigor, sendo determinada a porcentagem
de plantulas normas, conforme indicadas nas Regras para Andise de Sementes (Brasl,
1992).

A condutividade €eérica fo deeminada utilizando-2  oito

repeticOes de 50 sementes para cada tratamento, as quais foram pesadas e colocadas em um
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recipiente com 50mL com &gua dedtilada e mantidas em camara a 27°C e a cada 24 horas aé
0 quinto dia de dagamento, foi fata a latura da condutividede da solugcdo do exsudato com
axilio de condutivimero Digimed DM 31, sendo depois cdculada a condutividade, em
nsemt.gl, de sementes em fung®d do peo inicdd des sementes (AOSA, 1999). Foi
determinedo, também, o pH das s0lugbes de dagamento com o axxilio de um pHmero
manua portéil.

A avaliagdo do crescimento de plantulas foi feta de acordo com
Nakagawa (1999). Foram didribuides 10 sementes sobre uma linha tracada no terco superior,
no sentido longitudind de peapd substrao préumedecido. As sementes foram posicionadas
com a extremidade da radicula paa a pate inferior do pape. Foram confeccionados rolos
smdhattes a tete de geminacd (Brasl, 1992) e cinco repeticdes (cinco rolos) foram
agrupadas e colocadas, dentro de sacos plédticos, verticdmente no interior do germinador a
27°C por 4 diss. Apds este periodo mediu-se 0 comprimento da raiz priméria e da pate aérea
das plantulas normais. A patir desses dois parametros foi obtida a razéo entre o comprimento
da raz e o comprimento da pate aérea. Obteve-se, também, neste teste 0 peso de matéria
fresca e secadas 10 plantulas.

Paa avdiacd da emergéncia das plantulas em campo, foram
semeadas 50 sementes por linha, com espacamento de 5cm entre sementes e 10 cm entre
linhes. Cada tratamento foi condituido de trés linhas, sendo cada linha uma repeticdo em
delineamento de blocos a0 acasn. Foram redizadas contagens diaias de plantulas emergidas
durante treze dias continuos, a partir da semeadura e uma contagem find aos 18 dias gpds a

semeadura
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A patir destes dados foram confeccionadas para cada tratamento
curvas de emergéncia e vdores de indice de veocidade de emergéncia (IVE), segundo
formula proposta por Maguire (1962) e tempo médio de emergéncia (TME, Laboriau, 1983),
proposo inicddmente por Edmond & Drgpda (1958) com o nome de veoddade de
geminagdo. O IVE e TME sf0 expressos pelas seguintes equacoes:

k

. a niti
IVEzé n—"_’“ TME ==
i=1 i é. ni

i=1
onde

ti: tempo entre a semeadura e ai-ésmaobservacao (dia)

nai: nimero acumulado de pléntulas normais que germinaram no tempo ti
ni: nimero das plantulas normai's que germinaram na i-ésma observacao
k: dltimo diada obsarvacéo.

5.5 Extracao e ensaio de a -amilase e amilasestotais

Paa avdiacédo da dividade de a-amilase e de amilases totas as
sementes submetidas aos periodos de submersio foram dividides em quatro porgdes. Uma
porcdo foi prontamente congdlada a —X°C, para extragdo das enzimas e as outras trés foram

semeadas em gerbox, sobre duas camadas de pape mataborrédo embebidos com 125mL de

agua dedtilada e mantides a 27°C durante 2, 4 e 7 dias. ApGs este periodo as sementes foram,
também, congeladas a—20°C.
A extragd das enzimas amiloliticas, assm como 0 ensao de dividade

fo redizado conforme méodo descrito por Gugdmineti & d. (1995). Foram retirados os
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exos embrion&ios (raiz e pate afred), quando estes existiam, restando gpenas O pericarpo,
camada de deurona e endosperma, que foram macerados com dmofariz e pidilo em tampéo
TRISHC 01mol.L, pH 7, contendo NaCl 0mol.L'e CaCl, 10mmal.L! e centrifugadas a
12000g, 4°C durante 10 minutos, coletando-se 0 sobrenadante que foi congdado a —20°C até
a redizacd® dos ensaos A aividade de amilases totas e de a-amilase foi medida em um
sstema de resgdo, contendo tampdo de reagdo (Acetato de sbdio 50mmol.L?, pH 52 e CaCh
10mmol.L!) e amido solive de baaa 25% como subsrato. Esse sstema de rescZo foi
incubado a 35°C durante 15minutos. Para inativar outras amilases, permanecendo apenas a a-
amilase, o extrato cru foi mantido a 70°C, durante 15 minutos.

Ao find do ensao os acUcares redutores foram dosados peo método
do &ido dinitrodicilico (DNS) conforme descrito por Miller (1959), e a dividade de
amilases totais e a-amilae foi expressa em mmol de agUcares redutores produzidos pela
degradac&o de amido, por mg de proteina, por minuto.

A deerminacdo de proteinas totais foi redizada de acordo com o
méodo proposto por Lowry e d. (1951), a patir de curva padrédo de BSA (dbumina bovina

sérica) com leituraem espectrofotdmetro a 660nm.

5.6 Germinacéao na presenca de &cido giberéico (GA3) ecloreto de célcio (CaCly)

ApbGs os periodos de hipoxia as sementes foram semeadas em
papd germitest embebido em solugdes de 100 mgL™ de GAs, 0375% de CaCl, e 100 mg.L™
de GAz + 0375% de Ca&Cl, paa a avdiagd da porcentagem de germinacdo, primera
contagem, crecimento de plantulas e aividede de a-amilase e amilases totas, conforme

descrito nositens 5.3 e 54.
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6 RESUL TADOS E DISCUSSAO
6.1 Qualidade fisologica das sementes

As samentes utilizadas nese experimento eram recém colhidas e
tinham um dto vigor com germinacéd de 95% e 93 %, paa as cultivaes AL34 e
Saracura. A germinacéo das samentes da cultivar AL34 diminuiu 24% logo no ssgundo dia
de dagamento, mantendo-se num patamar de cerca de 80% aé o quinto dia A germinagéo das
sementes da cultivar Saracura diminuiram Significaivamente gpenes a partir do quato dia de
dagamento e também se manteve em cerca de 80%, gpos 5 dias de dagamento(Figura 1a).
Foi obsarvado por Matin e d. (1991) e Dantas e d. (2000) que a toleréncia da aagamento
depende da qudidade figoldgica do lote, neste trabdho as sementes toleraram a condicéo
hipoxica até cinco dias devido ao seu dto vigor.

Veificase que as sementes da cv. AL34 gpresentaram melhor resposta
a0 traamento com cdcio (Ca’") do que as sementes da cultivar Saracura, mantendo uma
geminacdo de gproximadamente 90% durante os periodos de dagamento avdiados (Figura

1b).
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Fgura 1. Germinagéo (%) de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL3A4
submetidas a diferentes periodos de hipoxia Tratamentos controle indicam que as sementes ndo foram
submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de cada média.
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c- Germinagao em solugdo de GAz 100mg.L*
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Figura 1. continuag&o...
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Os traamentos com &ido giberdico (GA3) aumentaram a germinagéo
das sementes da cv. AL34, gpenas nos primeros dias de hipoxia em que as condigdes ndo sfo
muito estressantes, no entanto, tiveram efeto negaivo nos periodos mas prolongedos de

dagamento (Figura 1c, d).

Entre os testes de vigor, a primeira contagem do teste de
geminacdo € o mas utilizado por refleir a veocddade com que a smente germina
(Krzyzanowski e d., 1999). As samentes de Saracura gpresentaram maior velocidade e,
assm, mas vigorosss que as samentes de AL34 (Figura 2a). Observa-s2 por outro lado, que
a sementes da cv. AL34 gpresentaram maior resposta a0s tratamentos com GA e C&', em
relacdo & cv. Saracura, com maores porcentagens de plantulas normals, na primera contagem,
em todos os periodos de hipoxia Os tratamentos com GA e Ca* foram semehantes entre 5 e
goreentaram um efato ggnificativo na rgpidez de germinag&o das samentes submetidas ao
dagamento quando comparadas & sementes germinadas em &gua dedtilada, com porcentagens
de plantulas normeis de até aproximadamente 85% e 92% no tratamento de GA(100 mgL™) +
Ca’'(0,375%) para as cultivares Saracura e AL34, respectivamente (Figura 2b, ¢, d). Esses
tralamentos aumentaram a rapidez de germinacdo goenas nas sementes que apresentavam um
maor teor de &gua mes anda ndo haviam frido os efdtos do dagamento, por isO as
sementes controle , que ndo foram submetidas a0 dagamento, tiveram baixa porcentagem de
plantulas normais.  Segundo Alves et d. (2002), a presanga do cddo diminui a vdoddade de
germinacdo devido a0 seu inibitério em enzimas de degradac@o da parede cdular, desta forma,

0 rompimento do pericarpo pearadiculaficamas difidl.
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Figura 2. Primeira contagem do teste de germinacdo (%) de sementes de milho cv. BRS1454-
Saracurae CATI-AL34 submetidas a diferentes periodos de hipoxia Tratamentos controleindicam
gue as sementes ndo foram submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de cada média
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c- Germinagao em solugdo de GAz 100mg.L*
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Figura2. continuag&o...
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Os demas testes de vigor redizados gpds submeter as sementes a
condicdo hipdxica ou durante condicdo indicam, mas uma vez, que as sEmetes de
ambas as cultivares S0 tolerantes a0 dagamento e que a cv. Saracura goresentam melhor
reposta a essas condigdes. A figura 3a indica que, a condutividade détrica da solucdo de
embebicdo aumenta bruscamente conforme aumenta o periodo de dagamento refletindo o
dano que ocorre nas membranas cdulares. durante a hipoxia As sementes da cv. Saracura
goresentaram menor perda de integridade das membranas cdulares, provavelmente devido a
maor tolednca ap dagamento que a cv. AL34. Segundo Viera (1994) o vdor da
condutividede dérrica € funcdo da quatidede de ions lixiviedos na solucdo, que eta
diretamente relacionada a integridade das membranas cdulares. Essas membranas S0
essencias para uma grande quantidade de eventos metabdlicos que ocorrem nas sementes,
induindo a regirag@ nas critas mitocdndrials, que fornece a energia necessia paa a
geminacd das samentes e crescimento das plantulas. O reticulo endoplasmético também se
conditui de uma organda membrandcea no qua ocorre a traducd do RNA mensageiro
(MRNA) e asdm, vé&ias enzimas sfo dntetizadas. Dessa forma, quaquer modificacéo no
funcionamento das membranas cdulares pode diminuir a concentracdo de ATP na cdula e
retlardar a sintese de enzimes importantes para a germinacd das sementes e crescimento

inicid das plantulas (Basavargappaet d., 1991).
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Figura 3. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 gpbs a diferentes
periodos de hipoxia (8) Condutividede détrica da solugdo de dagamento; (b) pH da solugdo
de dagamento.

Barras verticais significam o erro padréo de cada média.
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A dmnucdo do pH da slucdo de dagamentoindica tato a
lixiviacdo dos solutos peas membranas cdulares como a grande excrecdo de cdions
hidrogénio (H") para a solucéo de dagamento, sendo que as duas cultivares estudadas tiveram
reposta semdante  (Figura 3b). Vitorino (1999) observou 0 mesmo resultado em pléantulas de

milho cv. Saracurae BR 107, submetidas aaé 6 dias de hipoxia

Drew (1997) veificou que, en milho sob condicbes de deficiéncia de
oXigénio, ocorre um desvio da respiracdo aerébica para as rotas fermentatives produzindo
lactato e H*. A maoria do lactato produzido foi encontrada no meio de cultivo, sugerindo um
mecanismo muito fidente de diminacé desse produto toxico paa 0 meo externo. Além do
lactato, um dos fatores limitantes para a sobrevivénda das plantas sob deficiéncia de oxigénio
no meio € a addificacé do citoplasma Neste caso, a diminuicdo dos vaores de pH com o
aumento do tempo de hipoxia, pode edar rdacionado a um mecanismo de regulagcd que

impede gue o pH ditoplasm&ico ainjaum nive letd paraacdula

As plantulas das cultivares estudadas, submetidas a gpenas um dia de
hipoxia, quando comparadas com o controle, goresentaram aumento de,  goroximadamente,
25% no peso da matéria fresca (PMF), medida apds 4 dias de germinagéo (Figura 4a),
cando gods o tercaro dia de dagamento paa a cv. Saracura e gpds O primero para a cv.
AL34. O peso de matéria seca (PMS) das plantulas manteve, gproximadamente os mesmos
vadores nas plantulas tetemunhas e naguelas submetidas a hipoxia, para ambas as cultivares
(Figura 4b). O PMS das plantulas de Saracura submetidas a0 dagamento, manteve-se maior
gue 0 das plantulas controle. A cv. AL34, no entanto, ndo goresentou a mesmo rexpoda,

indicando mais uma vez que sua reposta ao dagamento € pior que ada cultivar Saracura.



32
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Figura 4. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 gpbs a diferentes
periodos de hipoxia (a) Peso de matéria fresca gpés 4 das de garminacao; (b) Peso de matéria
seca goos 4 dias de germinagdo. Tratamentos controle indicam que as sementes n&o foram submetidas &
hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de cada média.



O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi maor paa as
sementes da cultivar AL34, modrando que, gpoesr de ter ocorrido o contr&io no laboratorio, o
desempenho desta em campo foi ligaramente mehor que o da cultivar Saracura(Figura 5a),
no entanto, o tempo médio de emergéncia (TME), ndo diferenciou as duas cultivares (Figura
5b). O tempo de dagamento néo provocou diferenca no IVE e TME das sementes, no entanto
& sementes controle que ndo esavam embebidas  demoraram gproximadamente um dia a

mais paragerminar (Figurab).

As curvas de emergéncia em campo néo foram dgnificativamente
diferentes entre os periodos de dagamento, no entanto, comparando as testemunhas com as
sementes submetidas a0 dagamento, edtas ja etavam embebidas quando semeedas em campo.
Devido a ese fao, 0 inico da emergncias dessas sementes ocorreu no quarto dia gpds a
semeadura, enquanto a emergéncia das sementes testemunhas iniciou gpenas no sexto dia gpds
a smeadura (Figura 6 af). A cv Saracura modrou maor nimero de plantulas normais
emergidas em campo para todos os tratamentos (Figura 6a-f).

A gaminecd é o processo de retomada do crescimento do exo
embrion&io que condse da segiéncia ordenada de dividades metabdlicas, que iniciamse
com a embebicdp das samentes em &ua, por outro lado, 0 excesso de umidade, en ged,
provoca decréscimo na germinacdo em sementes sensivels a condicéo, viso que impede a
penetracdo do oxigénio e reduz todo o0 processo metabdlico (A semente.., 2002). As samentes
submetidas a0 dagamento embeberam mais rapidamente que as testemunhas sem, no entanto,
diminuir sua velocidede de germinagd, demondrando, mas uma vez que as sementes de

ambas as cultivares estudadas 20 tolerantes a hipoxia



a- Indice de velocidade de emrgéncia- IVE

ED -
45 -4
l 1
40 - L 1
T
) 35 1
' { }/
S 0 1
g
=}
= 25
£,
o 20
>
15 -4
10 A
5 -4
o T T T T 1
1 2 3 4 5
Dias de hipoxia
[T Saracura- controle [TTJAL34- controle
—4&— Saracura —e— AL34
b- Tempo médio de emrgéncia-TME
7,0 —I—
60 1 ' l ——1
\‘-:_ :- ‘I
5,0 1 i
B 40-
S
w
E 3,0
2,0 7
1,0
0,0 T T T T 1
1 2 3 4 5
Diasde hipoxia
[ ISaracura- controle [CAL34- controle
—&— Saracura —+—AL34

Figura 5. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 apos a diferentes
periodos de hipoxia (a) Indice de veocidade de emergéncig; (b) Tempo médio de emergéncia
Tratamentos controle indicam que as sementes ndo foram submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o
erro padrdo de cada média.
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O crescimento da parte aérea e o crescimento da raiz principal das
sementes controle (ndo submetidas a0 dagamento) foi reduzido com os tratamentos de Ca’* e
GA3 (Figuras 7 e 8). As plantulas, cujas sementes submetidas a0 dagamento e germinadas em
rolos de papd gemited, embebidos em &gua dedilada, goresentaram crescimento menor a
patir do primero e segundo dia de hipoxia paa as cultivaes AL34 e Saracura,
respectivamente, ndo tendo difererca dgnificativa entre as cultivares a patir do tercero dia
(Figuras 7a, 83). Nos demais tratamentos também houve aumento do crescimento nos
primaros dias de hipoxia e diminucdo agpés periodos mas prolongados 4 e 5 dias
goresentando um comportamento semehante a0 teste de germinagéo (Figura 1). Em ambas as
cultivares, 0s tratamentos com GA e Ca’' tiveram efeito negativo no crescimento das

plantulas.

Na Figura 9, verificase que a razéo entre a raiz e a pate aérea 2
manteve condante ap longo do periodo de dagamento em plantulas cujas sementes néo
receberam tratamento quimico. Durante os tratamentos com GA e Ca?* houve uma diminticZo
da razdo entre a raiz e a pate afrea das plantulas ao longo do periodo de dagamento. No
quinto dia de hipoxia houve uma dminucdo de mas de 40% entre as plantulas da cv.
Saracura cujas sementes germinaram em agua destilada e as tratadas. Por outro lado ndo houve
diferenca entre os tratamentos. As sementes controle produziram plantulas com maior razéo

entre raiz e parte aérea que agquelas submetidas ao aagamento.
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Fgura 7. Crexcimento da pate afrea de plantulas de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-

AL3Acujas sementes foram submetidas a diferentes periodos de hipoxia Tratamentos controle
indicam que as sementes ndo foram submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de cada
média.
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Fgura 7. continuag&o...
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Figura 8. Crescimento da raiz principd de plantulas de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL3Acujas sementes foram submetides a diferentes periodos de hipoxia. Tratamentos controle

indicam que as sementes ndo foram submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de cada
média



18 - c- Germinagao em solugdo de GAz 100mg.L*
16 1
14 1
12 1
10 1

8_

Comprimento (cm)

6_

2 -

0 T T T T

Dias de?’ni poxia

[ Saracura- controle [C1AL34- controle

—a&— Saracura —e— AL34

d- Germinac&o em solucao de CaCl, 0,375% + GAz 100mg.L*

Comprimento (cm)
=
o

8 -

6 -

4 -

2 4

0 x x x x

1 2 Dias de%ipoxia 4 5

[ Saracura- controle 3 AL34- controle
—4&— Saracura ——AL34

Figura 8. continuago...



41

a- Germinagdo em agua destilada
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Figura 9. Razéo entre pate afrea e raz principd de plantulas de milho cv. BRS1454-Saracura
e CATI-AL3HAcujias sementes foram submetidas a diferentes periodos de hipoxia. Tratamentos

controle indicam que as sementes ndo foram submetidas a hiopoxia. Barras verticais significam o erro padréo de
cadamédia.
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Trabahos redizados na caracterizac@ da tolerancia da cv. Saracura
demongraram que a germinacéo das cariopses em solucdo de CaCl, aumentou a sobrevivéncia
das plantulas quando submetides ao dagamerto  (Vitorino, 1999). Poderiormente  foi
verificado que as plantulas originadas nessas condicOes goresentam 0 crescimento reduzido de
forma marcante quando comparadas com as plantulas obtides de germinagd somente em &gua
(Gouvég, 2001).

O C&*, é um nutriente conhecido por auar na permesbilidade,
setividade das membranas e na regulacd da pressio de turgor das cdulas (Hoffmam e
Besson, 1998). Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados quando a germinagéo
% deu em 0lucdo de CaCl, é a menor taxa de embehicdo de &gua pelas sementes a0 efaito
osndtico do sd. Neste casn, 0 crexcimento das raizes diminui com 0 aumento na pressfo
osndtica da solucdo de germinacdo. Além degste fator, ocorre o €feato do cddo como um
edemento estrutural de parede cdular. Exisem registros na literatura que rdatam a importancia
da bivdénda desse nutriente por formar ligagBes covaentes com cargas negativas de &cidos

poligdacturdnicos da pectinaimpedindo a expansio celular (Marschner, 1998) .

6.2 Degradacéo de amido durante a germinag&o

O padrdo de respoda da aividade de a-amilase é semehante a0 da
dividade de amilases totais em todas as condigdes testadas, no entanto, devido a inativacéo de
viias ewzimes, com banhomaia a 70°C, a quatidade de amido degradado € menor
resultando em valores menores nos ensaios redizados Nas dues cultivares edtudedes, a

dividede de a-amilase e de amilases totas aumenta a@é o s&imo dia de germinagéo em



condicBes normais de oxigénio (Figura 10). A dividede das amilases totais, que sfo a a-
amilase, b-amilase, enzimas degamificadoras e a-glucosdase, tém um ritmo de crescimento
mas acderado que a dividade de a-amilase. Iss0 ocorre porque as amilases totals, dém de

serem dntetizadas, dgumas dessas enzimas, SB0 preexistentes nas sementes e o aivadas

durante agerminag&o das sementes (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985).
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Fgura 10. Atividede amilditica durante a geminacéd de sementes de milho das cultivares
Saracura- BR 154 e CATI- AL3A.

Perata et a. (1997) rdaaan que a indugcdo de a-amilase em
condicbes dagadas O foi verificada em sementes de aroz. Essas sementes sem embrides
repondem a0 GA, produzindo mRNA paa a-amilase mesmo em condicBes andxicas. Os

mesmos autores verificaram, também, que sementes de outros cereals, como cevada e trigo,



ndo acumulan mMRNA paa a-amilase quando em anagrobiose, devido a inibicdo da
transcric@o dos genes de a-amilase (Perata et ., 1993).

Perata e d.(1986) observaran que o eanol liberado durante a
fermentacéo dcodlicay que ocorre em condigBes de deficiéncia de oxigénio no meo, é um
grande inibidor da atividade de amilases. Conforme indicado nes figuras 11 e 12, a atividade
de amilasss totais e de a-amilasg, logo gpds a submeasio, € muito baxa nédo havendo
diferenca dgnificaiva entre os periodos de dagamento. Esse fao pode ter ocorrido devido a
inibicdo da transcricdo dos genes de a-amilae e inibicdo da dividade das amilases
preexitentes nas sementes de milho estudadas.

Padréo de divacd das amilases totas e indugcdo da sintee de a-
amilase e, conseqlientemente, 0 pico de dividade para as enzimas ocorre de manegra diginta
paa a duss cultivares edudadas. As sementes de Saracura submetides a0 dagamento
goresentaram um  pico de aividade amilolitica aos quatro dias de geminacd apds ©s
tratamentos de 2, 3 e 4 dias de dagamento (Figuras 1la e 12a). As sementes de AL34
submetidas a0 dagamento, gpresentaram rdpida ativacd de amilases totais, apds 2 dias de
geminacd 0 endospermas dessas sementes gpresentavam  dta aividade amilolitica No
entanto, a patir digo a aividade amildlitica caiu gradativamente ( Figura 11b). Nedta cultivar
a a-amilaxe foi induzida tardiamente, somente apés 7 diss de garminagéo (Figura 12b). Esse
fao pode ter influenciado na toleréncia das cultivares ap adagamento, a coordenagdo entre a
aivagcd das amilases totais e a indugcdo da sintese de a-amilase na cultivar Saracura pode ter
contribuido paraa sua maior tolerancia a esse edtresse.

Segundo vé&ios autores, em sementes de ceredis e leguminosss a

dividade amilolitica aumenta aé goroximedamente, o dédmo dia apés o0 inicio da



embebicdo, sendo que 0 maor aumento ocorre por volta do quinto dia (Groat & Briggs, 1969,
citedos Ashford & Gubler, 1984; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). Em condices hipdxicas,
devido a deficiéncia de oxigénio ou ao acimulo de substéndias tOxicas como etandl e
acetddeido (Martin et d.1991) a dividade de a-amilase na cultivar AL34 demorou mas para
que a cultivar Saracura para dcangar 0 pico de degradacdd de amido, indicado pea dividade
de a-amilase no endospama (Fgura 12), o que provavedmente inibiu o PMF, PMS e o
crescimento da raiz principd e da pate aérea de forma mas severa na cv. AL34 que na cv.
Sacarura (Figuras 4, 7ae 8a).

Os traamentos Ce*, GA3 e Ca’'+GA; tiveram efditos diferentes
conforme a cultivar, a fase de germinac@o e as enzimas. As sementes de Saracura na primeira
elgpa da gaminacédo (2 dias de gaminagdd apds 0 dagamento) goresentaram aumento da
dividade amilolitica anos tratamentos que gpresentavam CaCl, aé o terceiro dia de hipoxia O
tratamento de garminacd® em Llucdo de GA3z, ndo wurtiu efeito nas sementes de Saracura
(Figuras 13a e 14 a).Nesta mesma fase, a cv. AL34 gpenas respondeu aos tratamentos com
GA; aumentando sua dividade amilolitica gods 2 dias de dagamento (Figuras 13b e 14b).
Ese fao s reflete na primeara contagem da germinacdo, em que as sementes de Saracura e
AL34 germinaram mas rgpidamente nos tratamentos com CaCl, e GAj, respectivamente
(Fgua 2).Na segunda fase (4 dias de germinacdo) a dividade amiloliica de ambas as
cultivares foi maior na tratamento com CaCl,, em todos os periodos de dagamento, bem como
nes sementes que néo sofreram aagamento (Figuras 13c-d e 14c-d), indicando o efeito do Ca*

como ativador enzimético.
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Fgura 11. Atividede de amilases totas de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-

AL 34,cujas sementes foram submetidas a diferentes periodos de hipoxia
Barras verticais significam o erro padréo de cada média.
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O tratamento que se destacou na tercera fase foi o de Ca'+GAs
induzindo um aumento na aividede de a-amilase de amilasss totais nas cultivares Saracura e

AL34 (Fgures 13e-f e 14e).

Os resltados obtidos nede trabaho indicam maor tolerdéncia des
sementes da cultivar Saracura a0 dagamento em rdagé@ a cultivar AL34, sugerido nos dados
de qudidade fisoldgica da samente (germinacdo, primera contagem, condutividede détrica e
cexcimento de plantulas). Segundo Perata e d. (1992), capacidade de tolerar condicdes
dagadas tem dta corrdac@ com a degradacéo das resarvas de amido e a disponibilidade de
acUcares prontamente utilizados no metabolismo energético. Os dados referentes a atividade
amilolitica das sementes cv. Saracura e cv. AL34, por goresentarem a mesma tendéncia que 0s
de qudidade fisoldgica, indican que a toleréncia pode edar diretamente ligada a uma maor
aividade de a-amilase e amilases totais.

A ucdo de 0,375% de CaCl,, manteve a dta garminagdo das sementes de Saracura e
AL34, aumentou 0 nimero de plantulas normas na primera contagem do tese de germinacéo
e aumentou a aividade amilolitica a@é o quato dia de geminagd, no entanto, essa vlucédo
inibiu o crexcimento das plantulas. Da mesma forma, Purcino (2001) verificou que a adicdo de
CaCl, no papd de germinagcdo teve um efato ggnificativo na redugc&o do comprimento de raiz
e parte aérea.

A gaminecd das sementes depende da acédo do GA3; em véaias
funcbes, como a divacdo do creximento vegeativo do embrido; o enfraquecimento do
endosgperma quando ese impede o crecimento do embrido e a mobilizagcdo das reservas

armazenadas no endosperma (Taz e Zeiger, 1998).
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Fgura 13. Atividade de amilases totas de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL3Acuas sementes foram submetidas a diferentes periodos de hipoxia e germinadas em
olucdes de 0,375%CaCly (=Cdcio); 100mg.L'GA; 0375% CaCh +100mgL'GA (=Cédo
+ GA) e &ua dedtilada (=H,Cd)

Barras verticais significam o erro padréo de cada média.
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c- Amilasestotais Saracura- 4 dias de germinagao
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Até o0 segundo dia de germinagdo, o GA3; proporcionou um efeito
podtivo, tanto na qudidade fidologica des samentes como na aividade amildlitica no
endosperma, principdmente em sementes submetidas a menores periodos de hipoxia No
entanto, a0 se prolongar o tempo de dagamento e o periodo durante a germinagd em conteto
com ese biorregulador houve queda brusca na qudidade fisoldgica e na adividade de
amilases das sementes tratadas, indicando possivel efeto fitotoxico do &cido.

Bush e d. (1990) rdaam que, em muitos cereas, a respoda das sementes ap acido
giberdico é dependente do cdcio, que aua como mensagero secundaio em uma via de
transducdo dos dnais provocados pdo GA3z que levam a sintese e @ acimulo da enzima a-
amilase Ao combinar 0 C&#* e 0 GA; na Jlucd de embebicih do papd germitedt, as
sementes gpresentaram germinacéo e primera contagem mas dtas, indicando um Snergismo

devido aintegrac&o entre o biorregulador e 0 mensageiro secundario aplicados exdgenamente.
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Fgura 14. Atividede de a-amilase de smentes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
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Barras verticais significam o erro padr&o de cada média.
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7 CONCLUSOES

A patir dos resultados obtidos neste trabadho pode-se concluir
gue as sementes a cultivar Saracura S0 mais tolerantes a hipoxia que as da cultivar AL34, e
gue em ambas as cultivares a deficiéncia de oxigénio inibe a degradacéd e mabilizagéo das
resrvas, reduzindo, desta forma, a capacidade de expressdo da qudidade fiSologica das
sementes.

Apesyr de os traamentos quimicos com CaCl, e GAs
individudmente ndo auarem de forma stidfatdria para reduzir o0 edresse das sementes,
quando aplicados juntos gpresentam  Snergismo, aumentam  aividede amildlitica e mehoram

as condicdes de garminacdo das sementes em periodos iniciais de dagamento.
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