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1 RESUMO 

Foram realizadas análises de qualidade fisiológica, bem como ensaios 

enzimáticos de α-amilase e amilases totais em sementes de milho, cv. Saracura BRS4154 e 

CATI AL34, submetidas a diferentes períodos de deficiência de oxigênio (hipoxia), com a 

finalidade de avaliar a resposta das sementes a essa condição. Para tanto, as sementes das 

cultivares AL34 e Saracura foram submersas em 50mL de água destilada e incubadas em 

germinadores a 27oC, no escuro, durante 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias. Após esse período foram 

realizados testes de germinação e vigor (primeira contagem do teste de germinação, 

condutividade elétrica, crescimento de plântulas, emergência das plântulas em campo, índice 

de velocidade de emergência e tempo médio de emergência). Para a avaliação da atividade de 

α-amilase e de amilases totais, as sementes submetidas aos períodos de submersão foram 

divididas em quatro grupos. Um grupo foi prontamente congelado e os outros três foram 

semeados em gerbox e mantidas a 27oC durante 2, 4 e 7 dias. Para a extração das enzimas 

amilolíticas, retirou-se os tecidos de reserva das sementes, que foram macerados em tampão 

TRIS-HCl 0,1mol.L-1, pH 7, contendo NaCl 0,1mol.L-1e CaCl2 10mmol.L-1 e centrifugadas a 
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12.000g, 4oC durante 10 minutos. O sobrenadante foi congelado até a realização dos ensaios. 

A atividade de amilases totais e de α-amilase foi medida em um sistema de reação, contendo 

Acetato de sódio 50mmol.L-1, pH 5,2 e CaCl2 10mmol.L-1 e amido solúvel de batata 2,5% 

como substrato, incubado a 35oC durante 15minutos. Para inativar outras amilases, 

permanecendo apenas a α-amilase, o extrato cru foi mantido a 70oC, durante 15 minutos. A 

atividade amilolítica foi expressa em mmol de açúcares redutores produzidos pela degradação 

de amido, por mg de proteína, por minuto. Após os períodos de hipoxia as sementes foram 

semeadas em papel germitest embebido em soluções de 100mg.L-1 de GA3, 0,375% de CaCl2 

e 100mg.L-1 de GA3 + 0,375% de CaCl2 para avaliação da porcentagem de germinação, 

primeira contagem, crescimento de plântulas e atividade de α-amilase e amilases totais. Os 

resultados indicam que as  sementes de ambas as cultivares são tolerantes à hipoxia, mas 

houve inibição da degradação e mobilização das reservas. O cálcio e o ácido giberélico 

isoladamente não tiveram efeito significativo nas sementes submetidas à submersão. No 

entanto, em solução de cloreto de cálcio combinado com ácido giberélico as condições para a 

germinação e degradação de reservas das sementes foram favorecidas.  
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2 SUMMARY 

Maize seeds cultivars Saracura BRS-4154 and CATI AL34, subjected 

to several flooding periods, were accessed for physiological quality and total amylase and α-

amylase activity aiming to evalute seeds response to this condition. The seeds were submerged 

in 50mL of distilled water and incubated at 27oC, in the dark during 0, 1, 2, 3, 4 and 5 days. 

After that, germination and vigor (first counting, electrical conductivity, seedlings growth, 

seedlings field emergence, germination index and germination speed) tests were carried out. 

For the amylolitic activity, the seeds subjected to hypoxia were divided in four portions. One 

portion was readily 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-1 

TRIS-HCl, pH 7, with 0.1mol.L-1 NaCl and 10mmol.L-1 CaCl2. After that, the solution with the  

homogenized tissues was centrifuged at 12000g at 4oC during 10 minutes. The pellet was 

discarded. The amylolitic activity was measured in a reaction buffer containing, sodium 

acetate 50mmol.L-1, pH 5.2 and CaCl2 10mmol.L-1 along with soluble potato starch 2.5% as 
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substrate incubated at 35oC during 15minutes. To inactivate other amylases, and purify α-

amylase, the crude extract was incubated at 70oC, during 15 minutes. The amylase activity 

was expressed in reducing sugars mmol produced by starch degradation per protein mg, per 

minute. After the hypoxia periods the seeds were germinated in germitest paper imbibed in 

100 mg.L-1 GA3, 0.375% CaCl2 and 100 mg.L-1 GA3  + 0.375% CaCl2 solutions and assessed 

for germination and vigor tests and amylolitic activity. The results indicate both cultivars are 

tolerant to hypoxia but had their reserve degradation and mobilization inhibited by oxygen 

deficiency. Calcium and GA individually have no effect on submerged seeds, but when 

combined  they have  synergistic effect and improving the conditions for germination and 

reserve degradation of germinating seeds. 

______________________________________ 
Keywords: germination, hypoxia, α-amylase 
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3 INTRODUÇAO 

A germinação de sementes de cereais é um dos processos fisiológicos 

mais estudados, devido à grande importância desses na nutrição humana. No entanto, a 

maioria dos trabalhos realizados com sementes descreve o processo aeróbico e apenas pequena 

quantidade de trabalhos se refere às vias que operam sob condições de baixa disponibilidade 

de oxigênio durante a germinação.  

O papel do reajuste metabólico no estresse por alagamento tanto em 

plantas adultas, como em sementes tem sido, recentemente, motivo de grandes controvérsias. 

Existem quatro aspectos principais de discussão, sendo eles, (1) a maioria dos cientistas 

assumem que o alagamento leva a uma condição anaeróbica, que seria o único fator de 

estresse, ignorando os danos nas sementes causados pela embebição repentina. (2) Devido a 

esse fato, vários estudos têm enfocado a respiração anaeróbica e a quantificação de seus 

produtos, como o etanol, e discutido a importância destes na injúria pelo alagamento. (3) A 

tendência de classificar as sementes em estritamente tolerantes ou não tolerantes leva a 

acreditar na existência de uma enzima chave presente ou ausente nesses grupos. Após 
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inúmeros trabalhos, tal enzima ainda não foi encontrada. (4) O alagamento pode levar a 

mudanças no metabolismo secundário que se confundem com as modificações do 

metabolismo primário, levando a conclusões errôneas. 

Durante os estádios iniciais da germinação, as sementes iniciam 

rapidamente o metabolismo energético e a ativação da via glicolítica se torna mais rápida que 

o desenvolvimento das mitocôndrias, fazendo com que as sementes acumulem piruvato. Desta 

forma, há um desvio da via aeróbica para a via fermentativa, durante um pequeno período da 

germinação das sementes. Neste contexto, acredita-se que as sementes que embeberam se 

tornam anaeróbicas até a emergência da raiz primária. As sementes de milho, em particular, 

quando em ambientes alagados, estendem sua fase anaeróbica até a drenagem da água e as 

condições de oxigênio voltem ao normal e, a partir de então, emitem a radícula. 

A maioria das sementes de plantas superiores não consegue germinar 

em condições anóxicas (ausência de oxigênio) ou hipóxicas (baixa quantidade de oxigênio). 

As sementes amiláceas possuem maior tolerância a condições alagadas que sementes 

oleaginosas ou protéicas. No entanto, entre os cereais, apenas o arroz (Oryza sativa L.) 

consegue germinar e alongar seu coleóptile em condições anóxicas. Essa diferença de 

comportamento sugere que a presença do amido pode ser um dos mecanismos, mas acredita-se 

que não seja o único, a garantir a tolerância das sementes à anaerobiose. 

 O uso de ácido giberélico (GA3) e de cálcio na germinação de 

sementes têm sido muito usadas para induzir uma melhor e mais rápida germinação em 

condições de dormência, estresse e baixo vigor das sementes. 
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O objetivo deste trabalho é avaliar a qualidade fisiológica e 

degradação de amido nas sementes de duas cultivares de milho submetidas ao alagamento e o 

efeito do cloreto de cálcio (CaCl2) e GA3 nessa resposta.  
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 Degradação e mobilização de reservas das sementes 

 

A mobilização das reservas das sementes ocorre após o alongamento e 

emissão da raiz primária, sendo, portanto um evento pós-germinativo, no entanto, a 

degradação dessas reservas se inicia nas primeiras horas de embebição das sementes não 

dormentes (Bewley & Black, 1985). Concomitante com a degradação das reservas insolúveis 

de alto peso molecular, ocorre a sua conversão a formas solúveis, que são rapidamente 

transportadas aos tecidos em crescimento e utilizadas para diferentes propósitos, tais como a 

geração de energia e a produção de matérias primas (proteínas, ácido nucléicos, carboidratos e 

lipídeos) para a construção de novos tecidos e células (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). As 

modificações metabólicas que ocorrem nesses estágios são resultado da atividade de várias 

enzimas de hidrólise e transferência (Bewley & Black, 1985).  

Segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1985), as enzimas de 

degradação de reservas podem ou não estar presentes nas sementes quiescentes. As enzimas 
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pré-existentes são detectadas em baixa atividade nessas sementes e, durante a embebição da 

semente, são ativadas e secretadas  para as células onde ocorrerá a degradação das reservas. 

Por outro lado, ainda durante a embebição, é induzida a síntese denovo, a partir dos 

aminoácidos disponíveis, de enzimas que não são detectadas nas sementes quiescentes (Varner 

et al., 1965).  

As substâncias de reserva de sementes são carboidratos, lipídeos, 

proteínas, ácidos nucléicos, compostos contendo fósforo (fitatos) e minerais (Mayer & 

Poljakoff-Mayber, 1985). Considerando-se o principal composto armazenado, as sementes 

podem ser divididas entre aquelas ricas em carboidratos, as ricas em lipídios e as ricas em 

proteína (Carvalho & Nakagawa, 2000). Em sementes de cereais, as principais substâncias de 

reserva são os carboidratos, chegando a até 70 % do total da semente, seguidos pelas proteínas 

que constituem 8 a 15% das sementes (Zamski, 1995). As sementes de  milho possuem em 

média 83% da matéria seca constituída por carboidratos, entre eles, amido, frutosanas e 

polissacarídeos da parede celular e monossacarídeos (Carvalho & Nakagawa, 2000 e 

Buckeridge et al., 2000). O amido é o principal carboidrato de reserva de cereais (Mayer & 

Poljakoff-Mayber, 1985), constituindo, aproximadamente, 72% da semente de milho e 88% de 

seu endosperma (Medcalf, 1973). 

O amido é um polímero de glicose, organizado em estruturas 

granulares insolúveis, denominadas grãos de amido, e constituído de dois tipos de moléculas, a 

amilose e a amilopectina (McLeod, 1974). A amilose apresenta cadeia linear, com ligações 

glicosídicas  α-1,4 e compõe 25% a 30% do amido total da semente de milho comum e cerca 

de 75% de sementes de cultivares de milho com alto teor de amilose. A amilopectina apresenta 

ligações α-1,4 e α-1,6, originando uma cadeia ramificada. Seu teor varia entre 75% do amido 
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total em sementes de cultivares de milho comum e 99% do amido em sementes de milho 

ceráceo, também denominado waxy (Medcalf, 1973; Sisvak & Preiss, 1995; Zamski, 1995). 

Devido à sua característica granular e insolúvel, o amido da semente é resistente ao ataque 

enzimático (Fannon et al., 1992). O início de sua degradação, portanto, requer enzimas 

especializadas que, geralmente, não existem ou têm atividade muito baixa na semente madura 

e quiescente (Zeigler, 1995). Sendo assim, a produção de um mecanismo de degradação do 

amido altamente eficiente é um dos fatores chave para a germinação e vigor das sementes.  

A degradação do amido durante a germinação ocorre por meio de duas 

vias, a via hidrolítica (amilolítica) e a via fosforolítica (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). A 

via fosforolítica ocorre através de mecanismos que envolvem a fosforilação direta de resíduos 

de glicose terminais (Bewley & Black, 1985). Essa via parece ser exclusiva do amido, pois, 

até o momento não foi detectada a presença de um mecanismo semelhante em outros 

polissacarídeos, como os frutanos e polissacarídeos de parede celular, devido ao alto custo 

energético desse processo, inviáveis do ponto de vista evolutivo (Somme, 1970; Reid, 1971; 

Buckeridge et al., 2000).  

A via hidrolítica é predominante em cereais e é iniciada pela ação da 

α-amilase  (EC 3.2.1.1) que quebra, ao acaso, as ligações α-1,4 entre os resíduos de glicose 

das cadeias de amilose e amilopectina (Dunn, 1974; Sun & Henson, 1991). Entre as enzimas 

amilolíticas ativas durante a germinação, acredita-se que a α-amilase exerça papel 

fundamental na degradação de amido em sementes de cereais devido ao seu poder de iniciar a 

hidrólise de grãos de amido insolúveis (Dunn, 1974; Beck & Zeigler, 1989) e por apresentar 

90% da atividade amilolítica total no início da germinação (Mayer & Poljakoff-Mayber, 

1985). No entanto, segundo Sun & Henson (1991), só a ação conjunta das diversas hidrolases, 
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como a α-amilase, β-amilase, enzimas desramificadoras e α-glucosidase, resulta na 

degradação completa do amido. 

 

4.2 Regulação da degradação de carboidratos de reserva em cereais 

4.2.1 Papel do ácido giberélico 

 

De acordo com Dure (1960), a α-amilase não está presente em 

sementes quiescentes, sendo sintetizada denovo durante a germinação e secretada para o 

endosperma amiláceo por dois tecidos, o escutelo e a camada de aleurona. 

 Haberlandt (1890), citado por Ashford & Gubler, (1984) observou que 

a secreção de enzimas de degradação do amido dependia da presença do embrião, quando este 

era retirado não havia degradação, mesmo após um longo período de hidratação. No entanto, 

os endospermas, quando hidratados próximos aos embriões isolados, a degradação de amido 

era observada. Dessa forma foi verificado que o embrião produz uma substância que se 

difunde no meio e induz a síntese de α-amilase. Sendo assim, foi concluído que a síntese dessa 

enzima ocorre em resposta a sinais produzidos pelo embrião durante a germinação. 

Até a década de 60, no entanto, não se conhecia nada a respeito desses 

sinais. Foi então que Paleg (1960) verificou que em meia-sementes, mesmo na ausência do 

embrião, soluções de GA3 estimularam a atividade de α-amilase em cevada.  

O papel do GA3 se tornou mais claro em meados da década de 90, 

quando Lenton et al. (1994) verificaram que o embrião da semente produz e libera GA1 no 

endosperma. Concluiu-se, então, que o embrião regula a mobilização das reservas da semente 
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através da secreção de GA que estimula uma via da transdução na camada de aleurona e no 

escutelo, culminando com a transcrição de mRNA de α-amilase (Lenton et al., 1994). 

O uso de giberelinas na fase de germinação pode melhorar a performance de sementes 

de várias espécies, principalmente, sob condições adversas (Bevilaqua et al., 1993; Cunha & 

Casali, 1989). O ácido giberélico, considerado por Levitt (1974) um ativador enzimático 

endógeno, promove a germinação, sendo que, a aplicação exógena deste promotor influencia 

o metabolismo protéico, podendo dobrar a taxa de síntese de proteínas das sementes (Mc 

Donald & Khan, 1983).  

Segundo Salisbury & Ross (1991), na maioria das espécies, as giberelinas atuam no 

alongamento celular, fazendo com que a raiz primária rompa os tecidos que restringem o seu 

crescimento, como o endosperma, o tegumento da semente ou estruturas do fruto. Em 

sementes de alface, colocadas para germinar em condições de escuro a 20oC, o ácido 

giberélico estimulou a germinação das mesmas, quando submetidas a concentrações de 25; 

50; 100 e 200mg.L-1 (Cunha & Casali, 1989).  

 

 4.2.2 Papel do cálcio 

 

O cálcio é um elemento que participa de vários processos fisiológicos 

nos diferentes estádios de desenvolvimento das plantas. Sua atividade depende da 

concentração e localização na célula (Trewawas, 2000). Ao contrário dos outros nutrientes, a 

maior proporção encontra-se localizada no apoplasto (Seling et al., 2000), estabilizando 

ligações entre as substâncias pécticas da parede celular ou como reserva no vacúolo.  
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Um dos papéis mais importantes do cálcio (Ca2+) é o de mensageiro 

secundário em vias de transdução de sinal em células vegetais, sendo muito estudado por 

vários autores (Bush, 1995; Yang,1996). Este íon está envolvido em várias respostas de 

plantas a estímulos ambientais e hormonais em processos celulares e de desenvolvimento 

(Gerhing et al.,1990).  

O Ca2+ tem a capacidade de regular grande variedade de processos 

devido à grande distribuição espaço-temporal dos efetores específicos para esses íons (Yang, 

1996). O Ca2+ ativa diretamente várias quinases protéicas ou ligada à calmodulina (CaM), 

formando o complexo Ca2+/CaM, que tem por função ativar outras quinases protéicas, 

resultando em uma reação em cadeia que chega até o núcleo da célula induzindo a expressão 

de genes específicos (Yang, 1996).  

Bush (1995) relatou que o GA3 induz mudanças na concentração 

citoplasmática de Ca2+ nas células de aleurona, que se caracterizam em eventos de transdução 

de sinal e de regulação da germinação. Foi verificado também que o estímulo da germinação 

causado pelo GA, causou, anteriormente, aumento na concentração citoplasmática desse íon, 

representando o sistema de sinalização dependente de calmodulina (Gilory & Jones, 1993; 

Schuurink et al.,1996).  

Gilory (1996) mostrou que grande quantidade das funções da camada 

de aleurona de sementes de cevada são sinalizadas pelo Ca2+. Este autor observou que 

concentrações citossólicas de Ca2+ e de calmodulina aumentam em protoplastos da camada de 

aleurona tratados com GA, e que antagonistas da calmodulina inibem a secreção de amilases. 

 Subbaiah et al. (1994) e He et al. (1996) observaram que o défice de 

oxigênio estimula o influxo de cálcio para o citossol, ativando genes importantes para o 
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metabolismo anaeróbico. Nas pesquisas desenvolvidas por esses autores, o cálcio estava livre 

no citosol e sua concentração variou entre 25µM (concentração normal) e 150µM (estresse), 

faixa em que este elemento atua como um mensageiro secundário de processos celulares (He 

et al., 1996b; Subbaiah, et al., 1994). Akazaua & Hara-Nishimura (1985) e Fincher (1989) 

verificaram que o aumento do Ca2+ intracelular controlada por biorreguladores induz a 

produção e secreção de α-amilase em sementes de arroz e cevada. 

Purcino (2001) verificou que sementes de milho cv. BRS4154 

Saracura submetidas à hipoxia, que tiveram contato mais prolongado com CaCl2 durante a 

germinação, 3 e 4 dias, apresentaram maior atividade de α-amilase, detectada por eletroforese, 

que aquelas  que não tiveram contato ou que permaneceram menor tempo, 1 e 2 dias, em 

contato com esse sal.  

 

4.3 Germinação de sementes em condições de deficiência de oxigênio 

 

A ativação do processo germinativo requer um adequado suprimento 

de água e oxigênio. No entanto, quando há excesso de água, a disponibilidade de oxigênio 

para o embrião diminui, reduzindo ou atrasando a germinação em várias espécies (Kozlowski 

& Pallardy, 1997). Segundo Kozlowski (2002), a inundação do solo provoca vários efeitos 

prejudiciais à germinação das sementes e desenvolvimento de plântulas. O alagamento do solo 

leva a uma rápida embebição, que causa injúrias ao tegumento das sementes (Hou & Thseng, 

1991) e uma baixa disponibilidade de oxigênio (Ponnamperuma, 1972), induzindo um desvio 

do metabolismo aeróbico para o metabolismo fermentativo (Crawford, 1978; Bertani et al., 

1980; Al-Ani et al., 1985; Raymond et al., 1985). Desta forma, a semente já danificada tem 
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menor quantidade de energia disponível para o processo germinativo, refletindo em menor 

vigor (Richard et al., 1991). 

Em climas tropicais, vários fatores bióticos e abióticos influenciam na 

perda de viabilidade e vigor das sementes. Entre esses, o excesso de chuva, logo após a 

semeadura, pode ser um fator limitante à produção, por causar deterioração das sementes 

levando à menor emergência das plântulas em campo (Duke & Kakefuda, 1981).  

Em milho, tanto o encharcamento do solo quanto a submersão das 

sementes em água, em condições de laboratório, reduzem ou impedem a germinação (Deboer 

& Ritter, 1970; Fausey & McDonald, 1985; Van Toai et al., 1988; Khosravi & Andersen, 

1990). Dantas et al. (2000) observaram que a germinação e o vigor das sementes da cultivar de 

milho AL30 decresceram imediatamente após estas serem submetidas ao alagamento, havendo 

decréscimo de 40% a partir do terceiro dia de alagamento e, ao sétimo dia, não houve 

germinação. Martin et al. (1991) verificaram que a tolerância dessa espécie varia de acordo 

com a cultivar e com a temperatura de alagamento. A alteração da expressão de genes durante 

períodos com deficiência de oxigênio, leva a um ajuste metabólico, permitindo às plantas 

sobreviverem (Drew, 1997) e é regulada ao nível de transcrição e tradução (Sachs et al., 1980; 

1996). Algumas plantas apresentam certo grau de tolerância a ambientes hipóxicos pela 

manutenção da respiração através da via anaeróbica (Sachs et al., 1996), garantindo assim o 

mínimo de energia necessária para a sua sobrevivência. Essas variações no grau de tolerância 

à hipoxia ocorrem entre as diferentes espécies e na mesma espécie entre as diferentes 

cultivares.  

McMannon & Crawford (1971) verificaram a presença de enzima 

málica em raízes de  plantas susceptíveis ao alagamento e ausência nas tolerantes. No entanto, 
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Van Toai et al. (1987) não observaram correlação entre essa ou outra enzima do metabolismo 

fermentativo e a tolerância de sementes a hipoxia. Al-Ani et al. (1985) e Raymond et al. 

(1985) verificaram que sementes amiláceas apresentam maior tolerância à deficiência de O2 

durante a germinação que sementes oleaginosas, indicando que a tolerância pode estar ligada 

ao metabolismo do amido durante a germinação.  

Perata et al. (1992) verificaram diferenças na atividade de α-amilase 

entre as variedades indica e japonica de arroz, quando submetidas a anoxia. A variedade 

japonica (mais tolerante a anoxia) apresentou maior atividade de α-amilase que a variedade 

indica. A partir deste resultado, Richard et al. (1991) concluíram que as reservas de amido 

poderiam exercer importante papel na manutenção do metabolismo em plântulas de arroz sob 

anoxia. Al-Ani et al. (1985), por sua vez, verificaram que as reservas de amido e a atividade de 

α-amilase exercem importante papel na manutenção do metabolismo de sementes de milho 

(Zea mays L.) sob deficiência de O2. Alves et al. (2002) em revisão recente sobre este assunto, 

discutem os mecanismos de tolerância da variedade Saracura BRS-4154 e afirmam que 

durante a germinação o cálcio atrasa o desenvolvimento das plântulas dessa cultivar 

preservando as reservas de  carboidratos na cariopse. Esses autores, juntamente com Purcino 

(2001) concluíram que a maior tolerância da cultivar seja caracterizada pela expressão de 

genes que codificam α-amilase e sacarose sintase, que atuariam como mantenedores do 

metabolismo anaeróbico. Pouco se conhece, no entanto, sobre a cinética da atividade 

amilolítica de sementes de milho em condições hipóxicas e sua influência na qualidade 

fisiológica das sementes. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Local 

 

As avaliações de germinação e vigor das sementes foram  conduzidas 

no Laboratório de Análise de Sementes do Departamento de Produção Vegetal-Setor de 

Agricultura da Faculdade de Ciências Agronômicas e no Laboratório de Bioquímica de 

Plantas do Departamento de Química e Bioquímica do Instituto de Biociências da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu-SP, entre  janeiro de 2000 e  dezembro de 

2001. 

 

5.2 Material 

Foram utilizadas sementes de milho das cultivares CATI-AL34 e 

Saracura- BRS4154, peneira 20, doadas pela Fazenda Experimental do Lageado (FCA-

UNESP) e pela EMBRAPA- Milho e Sorgo, respectivamente. 
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A cultivar CATI-AL34 é recomendada para solos de baixa a alta 

fertilidade e com produtividade média de 5.500 kg.ha-1. Essa cultivar tem origem no 

cruzamento ao acaso de cultivares de ciclo normal, obtido após diversas gerações de 

recombinações e seleção massal, apresentando ciclo semiprecoce. A altura média da planta é 

de 2,32m e a altura média da inserção da espiga é de 1,40m e apresentando uma boa 

resistência ao acamamento. As espigas são do tipo cônica com número médio de 14 fileiras de 

grãos e bom empalhamento. Os grãos são semiduros de coloração amarelo-alaranjado (CATI, 

2002).  

A cultivar Saracura-BRS4154 é uma variedade de polinização livre e 

ciclo precoce, selecionada a partir de uma ampla base genética para tolerância ao 

encharcamento temporário do solo. A altura média da planta é de 2,35m com um 

empalhamento muito bom. Sua produtividade de 5.000 a 6.500kg.ha-1. Os grão são alaranjados 

do tipo semiduro (EMBRAPA, 2002).  

 

5.3 Imposição dos tratamentos de hipoxia 

 

As sementes das cultivares AL34 e Saracura foram submersas em 

50mL de água destilada em copos plásticos de 250mL, contendo 50 sementes em cada copo. 

Para prevenção do crescimento de bactérias e de fungos foram adicionados antibiótico 

(Ampicilina 100µg.L-1) e fungicida (Rhodiauram 750mg.L-1) à solução de alagamento (Martin 

et al., 1991). As cariopses submetidas ao alagamento foram, então, incubadas em 

germinadores a 27oC, segundo Martin et al. (1991), no escuro, durante 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias. 
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5.4 Avaliações da qualidade fisiológica das sementes 

5.4.1 Porcentagem de germinação 

 

Após os períodos em alagamento, as sementes foram submetidas ao 

teste de germinação, de acordo com as Regras para Análise de Sementes (Brasil, 1992), com 

modificação da temperatura de germinação. A temperatura de 27oC foi utilizada para os testes 

de germinação e vigor, conforme recomendações de Martin et al. (1991) por ser 

fisiologicamente mais propícia à germinação e desenvolvimento do milho.  

As quatro subamostras de 50 sementes de cada tratamento foram 

distribuídas em rolo de papel toalha germitest, umedecido com quantidade de água 

equivalente a 2 vezes o peso do substrato e mantidas em germinador a 27oC, no escuro. As 

avaliações foram feitas aos sete dias após a semeadura e os resultados expressos em 

porcentagem média de plântulas normais, conforme indicadas nas Regras para Análise de 

Sementes (Brasil, 1992). 

 

5.4.2 Testes de vigor 

 

A primeira contagem do teste de germinação, realizada quatro dias 

após a semeadura, foi considerada como um teste de vigor, sendo determinada a porcentagem 

de plântulas normais, conforme indicadas nas Regras para Análise de Sementes (Brasil, 

1992).  

A condutividade elétrica foi determinada utilizando-se oito 

repetições de 50 sementes para cada tratamento, as quais foram pesadas e colocadas em um 
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recipiente com 50mL com água destilada e mantidas em câmara a 27oC e a cada 24 horas até 

o quinto dia de alagamento, foi feita a leitura da condutividade da solução do exsudato com 

auxílio de condutivímetro Digimed DM 31, sendo depois calculada a condutividade, em 

µS.cm-1.g-1, de sementes em função do peso inicial das sementes (AOSA, 1999). Foi 

determinado, também, o pH das soluções de alagamento com o auxílio de um pHmetro 

manual portátil. 

A avaliação do crescimento de plântulas  foi feita de acordo com 

Nakagawa (1999). Foram distribuídas 10 sementes sobre uma linha traçada no terço superior, 

no sentido longitudinal de papel substrato pré-umedecido. As sementes foram posicionadas 

com a extremidade da radícula para a parte inferior do papel. Foram confeccionados rolos 

semelhantes ao teste de germinação (Brasil, 1992) e cinco repetições (cinco rolos) foram 

agrupadas e colocadas, dentro de sacos plásticos, verticalmente no interior do germinador a 

27oC por 4 dias. Após este período mediu-se o comprimento da raiz primária e da parte aérea 

das plântulas normais. A partir desses dois parâmetros foi obtida a razão entre o comprimento 

da raiz e o comprimento da parte aérea. Obteve-se, também, neste teste o peso de matéria 

fresca e seca das 10 plântulas. 

Para avaliação da emergência das plântulas  em campo, foram 

semeadas 50 sementes por linha, com espaçamento de 5cm entre sementes e 10 cm entre 

linhas. Cada tratamento foi constituído de três linhas, sendo cada linha uma repetição em 

delineamento de blocos ao acaso. Foram realizadas contagens diárias de plântulas emergidas 

durante treze dias contínuos, a partir da semeadura e uma contagem final aos 18 dias após a 

semeadura.  
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A partir destes dados foram confeccionadas para cada tratamento 

curvas de emergência e valores de índice de velocidade de emergência (IVE), segundo  

fórmula  proposta por Maguire (1962) e tempo médio de emergência (TME, Laboriau, 1983), 

proposto inicialmente por  Edmond & Drapala (1958) com o nome de velocidade de 

germinação. O IVE e TME são expressos pelas seguintes equações: 
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onde: 

ti: tempo entre a semeadura e a i-ésima observação (dia) 

nai: número acumulado de plântulas normais que germinaram no tempo ti 

ni: número das plântulas normais que germinaram na i-ésima observação  

k: último dia da observação. 

 

5.5 Extração e ensaio de α-amilase e amilases totais 

 

Para avaliação da atividade de α-amilase e de amilases totais, as 

sementes submetidas aos períodos de submersão foram divididas em quatro porções. Uma 

porção foi prontamente congelada a –20oC, para extração das enzimas e as outras três foram 

semeadas em gerbox, sobre duas camadas de papel mata-borrão embebidos com 12,5mL de 

água destilada e mantidas a 27oC durante 2, 4 e 7 dias. Após este período as sementes foram, 

também, congeladas a –20oC. 

A extração das enzimas amilolíticas, assim como o ensaio de atividade 

foi realizado conforme método descrito por Gugelmineti et al. (1995). Foram retirados os 
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eixos embrionários (raiz e parte aérea), quando estes existiam, restando apenas o pericarpo, 

camada de aleurona e endosperma, que foram macerados com almofariz e pistilo em tampão 

TRIS-HCl 0,1mol.L-1, pH 7, contendo NaCl 0,1mol.L-1e CaCl2 10mmol.L-1 e centrifugadas a 

12.000g, 4oC durante 10 minutos, coletando-se o sobrenadante que foi congelado a –20oC até 

a realização dos ensaios. A atividade de amilases totais e de α-amilase foi medida em um 

sistema de reação, contendo tampão de reação (Acetato de sódio  50mmol.L-1, pH 5,2 e CaCl2 

10mmol.L-1) e amido solúvel de batata 2,5% como substrato. Esse sistema de reação foi 

incubado a 35oC durante 15minutos. Para inativar outras amilases, permanecendo apenas a α-

amilase, o extrato cru foi mantido a 70oC, durante 15 minutos. 

Ao final do ensaio os açúcares redutores foram dosados pelo método 

do ácido dinitrosalicílico (DNS) conforme descrito por Miller (1959), e a atividade de 

amilases totais e α-amilase foi expressa em mmol de açúcares redutores produzidos pela 

degradação de amido, por mg de proteína, por minuto. 

A determinação de proteínas totais foi realizada de acordo com o 

método proposto por Lowry et al. (1951), a partir de curva padrão de BSA (albumina bovina 

sérica) com leitura em espectrofotômetro a 660nm. 

 

5.6 Germinação na presença de ácido giberélico (GA3) e cloreto de cálcio (CaCl2) 

Após os períodos de hipoxia as sementes foram semeadas em 

papel germitest embebido em soluções de 100 mg.L-1 de GA3, 0,375% de CaCl2 e 100 mg.L-1 

de GA3 + 0,375% de CaCl2 para a avaliação da porcentagem de germinação, primeira 

contagem, crescimento de plântulas e atividade de α-amilase e amilases totais, conforme 

descrito nos itens 5.3 e 5.4.   
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 6.1 Qualidade fisiológica das sementes 

As sementes utilizadas nesse experimento eram recém colhidas e 

tinham um alto vigor com germinação de 99,5%  e  93 %, para as cultivares AL34 e 

Saracura. A germinação das sementes da cultivar AL34 diminuiu 24% logo no segundo dia 

de alagamento, mantendo-se num patamar de cerca de 80% até o quinto dia. A germinação das 

sementes da cultivar Saracura diminuíram significativamente apenas a partir do quarto dia de 

alagamento e também se manteve em cerca de 80%, após 5 dias de alagamento(Figura 1a).  

Foi observado por Martin et al. (1991) e Dantas et al. (2000) que a tolerância da alagamento 

depende da qualidade fisiológica do lote, neste trabalho as sementes toleraram a condição 

hipóxica até cinco dias devido ao seu alto vigor.  

Verifica-se que as sementes da cv. AL34 apresentaram melhor resposta 

ao tratamento com cálcio (Ca2+) do que as sementes da cultivar Saracura, mantendo uma 

germinação de aproximadamente 90% durante os períodos de alagamento avaliados (Figura 

1b) .  
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a- Germinação em água destilada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b- Germinação em solução de CaCl2 0,375% 
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Figura 1. Germinação (%) de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 
submetidas a diferentes períodos de hipoxia. Tratamentos controle indicam que as sementes não foram 
subme tidas à hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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c- Germinação em solução de GA3 100mg.L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d- Germinação em solução de CaCl2 0,375% + GA3 100mg.L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. continuação... 
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Os tratamentos com ácido giberélico (GA3) aumentaram a germinação 

das sementes da cv. AL34, apenas nos primeiros dias de hipoxia em que as condições não são 

muito estressantes, no entanto, tiveram efeito negativo nos períodos mais prolongados de 

alagamento (Figura 1c, d). 

Entre os testes de vigor, a primeira contagem do teste de 

germinação é o mais utilizado por refletir a velocidade com que a semente germina 

(Krzyzanowski et al., 1999). As sementes de Saracura apresentaram maior velocidade e, 

assim, mais vigorosas que as sementes de AL34 (Figura 2a). Observa-se, por outro lado, que 

as sementes da cv. AL34 apresentaram maior resposta aos tratamentos com GA e Ca2+, em 

relação à cv. Saracura, com maiores porcentagens de plântulas normais, na primeira contagem, 

em todos os períodos de hipoxia. Os tratamentos com GA e Ca2+ foram semelhantes entre si e 

apresentaram um efeito significativo na rapidez de germinação das sementes submetidas ao 

alagamento quando comparadas às sementes germinadas em água destilada, com porcentagens 

de plântulas normais de até aproximadamente 85% e 92% no tratamento de GA(100 mg.L-1) + 

Ca2+(0,375%) para as cultivares Saracura e AL34, respectivamente (Figura 2b, c, d).  Esses 

tratamentos aumentaram a rapidez de germinação apenas nas sementes que apresentavam um 

maior teor de água, mas ainda não haviam sofrido os efeitos do alagamento, por isso as 

sementes controle , que não foram submetidas ao alagamento, tiveram baixa porcentagem de 

plântulas normais.  Segundo Alves et al. (2002), a presença do cálcio diminui a velocidade de 

germinação devido ao seu inibitório em enzimas de degradação da parede celular, desta forma, 

o rompimento do pericarpo pela radícula fica mais difícil. 
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a- Germinação em água destilada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b- Germinação em solução de CaCl2 0,375% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Primeira contagem do teste de germinação (%) de sementes de milho cv. BRS1454-
Saracura e CATI-AL34 submetidas a diferentes períodos de hipoxia. Tratamentos controle indicam 
que as sementes não foram submetidas à hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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c- Germinação em solução de GA3 100mg.L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d- Germinação em solução de CaCl2 0,375% + GA3 100mg.L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2. continuação... 
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Os demais testes de vigor realizados após submeter as sementes à 

condição hipóxica ou durante essa condição indicam, mais uma vez, que as sementes de 

ambas as cultivares são tolerantes ao alagamento e que a  cv.  Saracura apresentam melhor 

resposta a essas condições. A figura 3a indica que, a condutividade elétrica da solução de 

embebição aumenta bruscamente conforme aumenta o período de alagamento refletindo o 

dano que ocorre nas membranas celulares. durante a hipoxia. As sementes da cv. Saracura 

apresentaram menor perda de integridade das membranas celulares, provavelmente devido à 

maior tolerância ao alagamento que a cv. AL34. Segundo Vieira (1994) o valor da 

condutividade elétrica é função da quantidade de íons lixiviados na solução, que está 

diretamente relacionada à integridade das membranas celulares. Essas membranas são 

essenciais para uma grande quantidade de eventos metabólicos que ocorrem nas sementes, 

incluindo a respiração nas cristas mitocôndriais, que fornece a energia necessária para a 

germinação das sementes e crescimento das plântulas. O retículo endoplasmático também se 

constitui de uma organela membranácea no qual ocorre a tradução do RNA mensageiro 

(mRNA) e, assim, várias enzimas são sintetizadas. Dessa forma, qualquer modificação no 

funcionamento das membranas celulares pode diminuir a concentração de ATP na célula e 

retardar a síntese de enzimas importantes para a germinação das sementes e crescimento 

inicial das plântulas (Basavarajappa et al., 1991). 
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a- Condutividade elétrica da solução de alagamento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b- pH da solução de alagamento  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 após a diferentes 
períodos de hipoxia (a) Condutividade elétrica da solução de alagamento; (b) pH da solução 
de alagamento. 
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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A diminuição do pH da solução de alagamentoindica tanto a 

lixiviação dos solutos pelas membranas celulares como a grande excreção de cátions 

hidrogênio (H+) para a solução de alagamento, sendo que as duas cultivares estudadas tiveram 

resposta semelante  (Figura 3b). Vitorino (1999) observou o mesmo resultado em plântulas de 

milho cv. Saracura e BR 107,  submetidas a até 6 dias de hipoxia. 

Drew (1997) verificou que, em milho sob condições de deficiência de 

oxigênio, ocorre um desvio da respiração aeróbica para as rotas fermentativas produzindo 

lactato e H+. A maioria do lactato produzido foi encontrada no meio de cultivo, sugerindo um 

mecanismo muito eficiente de eliminação desse produto tóxico para o meio externo. Além do 

lactato, um dos fatores limitantes para a sobrevivência das plantas sob deficiência de oxigênio 

no meio é a acidificação do citoplasma. Neste caso, a diminuição dos valores de pH com o 

aumento do tempo de hipoxia, pode estar relacionado  a um mecanismo de regulação que 

impede que o pH citoplasmático atinja um nível letal para a célula. 

As plântulas das cultivares estudadas, submetidas a apenas um dia de 

hipoxia, quando comparadas com o controle, apresentaram aumento de, aproximadamente, 

25% no peso da matéria fresca (PMF), medida após 4 dias de germinação (Figura 4a), 

caindo após o terceiro dia de alagamento para a cv. Saracura e após o primeiro para a cv. 

AL34. O peso de matéria seca (PMS) das plântulas manteve, aproximadamente os mesmos 

valores nas plântulas testemunhas e naquelas submetidas a hipoxia, para ambas as cultivares 

(Figura 4b). O PMS das plântulas de Saracura submetidas ao alagamento, manteve-se maior 

que o das plântulas controle. A cv. AL34, no entanto, não apresentou a mesmo resposta, 

indicando mais uma vez que sua resposta ao alagamento é pior que a da cultivar Saracura. 
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Figura 4. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 após a diferentes 
períodos de hipoxia (a) Peso de matéria fresca após 4 dias de germinação; (b) Peso de matéria 
seca após 4 dias de germinação. Tratamentos controle indicam que as sementes não foram submetidas à 
hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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O índice de velocidade de emergência (IVE) foi  maior para as 

sementes da cultivar AL34, mostrando que, apesar de ter ocorrido o contrário no laboratório, o 

desempenho desta em campo foi ligeiramente melhor que o da cultivar Saracura.(Figura 5a), 

no entanto, o tempo médio de emergência (TME), não diferenciou as duas cultivares (Figura 

5b). O tempo de alagamento  não provocou diferença no IVE e TME das sementes, no entanto 

as sementes controle que não estavam embebidas  demoraram aproximadamente um dia a 

mais para germinar (Figura 5). 

As curvas de emergência em campo não foram significativamente 

diferentes entre os períodos de alagamento, no entanto, comparando as testemunhas com as  

sementes submetidas ao alagamento, estas já estavam embebidas quando semeadas em campo. 

Devido a esse fato, o inicio da emergências dessas sementes ocorreu no quarto dia  após a 

semeadura, enquanto a emergência das sementes testemunhas iniciou apenas no sexto dia após 

a semeadura (Figura 6 a-f). A cv Saracura mostrou maior número de plântulas normais 

emergidas em campo para todos os tratamentos (Figura 6a-f). 

A germinação é o processo de retomada do crescimento do eixo 

embrionário que consiste da seqüência ordenada de atividades metabólicas, que iniciam-se 

com a embebição das sementes em água, por outro lado, o excesso de umidade, em geral, 

provoca decréscimo na germinação em sementes sensíveis a essa condição, visto que impede a 

penetração do oxigênio e reduz todo o processo metabólico (A semente..., 2002). As sementes 

submetidas ao alagamento embeberam mais rapidamente que as testemunhas sem, no entanto, 

diminuir sua velocidade de germinação, demonstrando, mais uma vez que as sementes de 

ambas as cultivares estudadas são tolerantes à hipoxia. 
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Figura 5. Vigor de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34 após a diferentes 
períodos de hipoxia (a) Índice de velocidade de emergência; (b) Tempo médio de emergência. 
Tratamentos controle indicam que as sementes não foram submetidas à hiopoxia. Barras verticais significam o 
erro padrão de cada média. 
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Figura 6. Emergência em campo de plântulas de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-AL34, 
cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. (a) Sementes não 
submetidas à hipoxia; (b) Após 1 dia de hipoxia; (c) Após 2 dias de hipoxia; (d) Após 3 dias 
de hipoxia; (e) Após 4 dias de hipoxia; (f) Após 5 dias de hipoxia.  
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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O crescimento da parte aérea e o crescimento da raiz principal das 

sementes controle (não submetidas ao alagamento) foi reduzido com os tratamentos de Ca2+ e 

GA3 (Figuras 7 e 8). As plântulas, cujas sementes submetidas ao alagamento e germinadas em 

rolos de papel germitest, embebidos em água destilada, apresentaram crescimento menor a 

partir do primeiro e segundo dia de hipoxia para as cultivares AL34 e Saracura, 

respectivamente, não tendo diferença significativa entre as cultivares a partir do terceiro dia 

(Figuras 7a, 8a). Nos demais tratamentos também houve aumento do crescimento nos 

primeiros dias de hipoxia e diminuição após períodos mais prolongados, 4 e 5 dias, 

apresentando um comportamento semelhante ao teste de germinação (Figura 1). Em ambas as 

cultivares,  os tratamentos com GA e Ca2+ tiveram efeito negativo no crescimento das 

plântulas. 

Na Figura 9, verifica-se que a razão entre a raiz e a parte aérea se 

manteve constante ao longo do período de alagamento em plântulas cujas sementes não 

receberam tratamento químico. Durante os tratamentos com GA e Ca2+
 houve uma diminuição 

da razão entre a raiz e a parte aérea das plântulas ao longo do período de alagamento. No 

quinto dia de hipoxia, houve uma diminuição de mais de 40% entre as plântulas da cv. 

Saracura cujas sementes germinaram em água destilada e as tratadas. Por outro lado não houve 

diferença entre os tratamentos. As sementes controle produziram plântulas com maior razão 

entre raiz e parte aérea que aquelas submetidas ao alagamento.  
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Figura 7. Crescimento da parte aérea de plântulas de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. Tratamentos controle 
indicam que as sementes não foram submetidas à hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de cada 
média. 
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Figura 7. continuação... 
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Figura 8. Crescimento da raiz principal de plântulas de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. Tratamentos controle 
indicam que as sementes não foram submetidas à hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de cada 
média. 
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Figura 8. continuação... 



  41  

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

1 2 3 4 5
Dias de hipoxia

R
az

ão
 ra

iz
:p

ar
te

 a
ér

ea

Saracura- controle AL34- controle

Saracura AL34

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

1 2 3 4 5
Dias de hipoxia

R
az

ão
 ra

iz
:p

ar
te

 a
ér

ea

Saracura- controle AL34- controle

Saracura AL34

 
a- Germinação em água destilada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b- Germinação em solução de CaCl2 0,375% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 9. Razão entre parte aérea e raiz principal de plântulas de milho cv. BRS1454-Saracura 
e CATI-AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. Tratamentos 
controle indicam que as sementes não foram submetidas à hiopoxia. Barras verticais significam o erro padrão de 
cada média. 
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Figura 9. continuação... 
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Trabalhos realizados na caracterização da tolerância da cv. Saracura 

demonstraram que a germinação das cariopses em solução de CaCl2 aumentou a sobrevivência 

das plântulas quando submetidas ao alagamento (Vitorino, 1999). Posteriormente foi 

verificado que as plântulas originadas nessas condições apresentam o crescimento reduzido de 

forma marcante quando comparadas com as plântulas obtidas de germinação somente em água 

(Gouvêa, 2001). 

O Ca2+, é um nutriente conhecido por atuar na permeabilidade, 

seletividade das membranas e na regulação da pressão de turgor das células (Hoffmam e 

Besson, 1998). Uma possível explicação para os resultados encontrados quando a germinação 

se deu em solução de CaCl2 é a menor taxa de embebição de água pelas sementes ao efeito 

osmótico do sal. Neste caso, o crescimento das raízes diminui com o aumento na pressão 

osmótica da solução de germinação. Além deste fator, ocorre o efeito do cálcio como um 

elemento estrutural de parede celular. Existem registros na literatura que relatam a importância 

da bivalência desse nutriente por formar ligações covalentes com cargas negativas de ácidos 

poligalacturônicos da pectina impedindo a expansão celular (Marschner, 1998) . 

 

6.2 Degradação de amido durante a germinação 

O padrão de resposta da atividade de α-amilase é semelhante ao da 

atividade de amilases totais em todas as condições testadas, no entanto, devido à inativação de 

várias enzimas, com banho-maria a 70oC, a quantidade de amido degradado é menor 

resultando em valores menores nos ensaios realizados. Nas duas cultivares estudadas, a 

atividade de α-amilase e de amilases totais aumenta até o sétimo dia de germinação em 
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condições normais de oxigênio (Figura 10). A atividade das amilases totais, que são a α-

amilase, β-amilase, enzimas desramificadoras e α-glucosidase, têm um ritmo de crescimento 

mais acelerado que a atividade de α-amilase. Isso ocorre porque as amilases totais, além de 

serem sintetizadas, algumas dessas enzimas, são preexistentes nas sementes e são ativadas 

durante a germinação das sementes (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Atividade amilolítica durante a germinação de sementes de milho das cultivares 
Saracura- BR 154 e CATI- AL34. 

 

Perata et al. (1997) relataram que a indução de α-amilase em 

condições alagadas só foi verificada em sementes de arroz. Essas sementes sem embriões 

respondem ao GA, produzindo mRNA para α-amilase mesmo em condições anóxicas. Os 

mesmos autores verificaram, também, que sementes de outros cereais, como cevada e trigo, 
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não acumulam mRNA para α-amilase quando em anaerobiose, devido à inibição da 

transcrição dos genes de α-amilase (Perata et al., 1993).  

Perata et al.(1986) observaram que o etanol liberado durante a 

fermentação alcoólica, que ocorre em condições de deficiência de oxigênio no meio, é um 

grande inibidor da atividade de amilases. Conforme indicado nas figuras 11 e 12, a atividade 

de amilases totais e de α-amilase, logo após a submersão, é muito baixa, não havendo 

diferença significativa entre os períodos de alagamento. Esse fato pode ter ocorrido devido à 

inibição da transcrição dos genes de α-amilase e inibição da atividade das amilases 

preexitentes nas sementes de milho estudadas. 

 Padrão de ativação das amilases totais e indução da síntese de α-

amilase e, conseqüentemente, o pico de atividade para as enzimas ocorre de maneira distinta 

para as duas cultivares estudadas. As sementes de Saracura submetidas ao alagamento 

apresentaram um pico de atividade amilolítica aos quatro dias de germinação após os 

tratamentos de 2, 3 e 4 dias de alagamento (Figuras 11a e 12a). As sementes de AL34 

submetidas ao alagamento, apresentaram rápida ativação de amilases totais, após 2 dias de 

germinação o endospermas dessas sementes apresentavam alta atividade amilolítica. No 

entanto, a partir disto a atividade amilolítica caiu gradativamente ( Figura 11b). Nesta cultivar 

a α-amilase foi induzida tardiamente, somente após 7 dias de germinação (Figura 12b). Esse 

fato pode ter influenciado na tolerância das cultivares ao alagamento, a coordenação entre a 

ativação das amilases totais e a indução da síntese de α-amilase na cultivar Saracura pode ter 

contribuído para a sua maior tolerância a esse estresse.  

Segundo vários autores, em sementes de cereais e leguminosas a 

atividade amilolítica aumenta até, aproximadamente, o décimo dia após o início da 
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embebição, sendo que o maior aumento ocorre por volta do quinto dia (Groat & Briggs,  1969, 

citados Ashford & Gubler, 1984; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). Em condições hipóxicas, 

devido à deficiência de oxigênio ou ao acúmulo de substâncias tóxicas como etanol e 

acetaldeído (Martin et al.,1991) a atividade de α-amilase  na cultivar AL34 demorou mais para 

que a cultivar Saracura para alcançar o pico de degradação de amido, indicado pela atividade 

de α-amilase no endosperma (Figura 12), o que provavelmente inibiu o PMF, PMS e o 

crescimento da raiz principal e da parte aérea de forma mais severa na cv. AL34 que na cv. 

Sacarura (Figuras 4, 7a e 8a).  

Os tratamentos Ca2+, GA3 e Ca2++GA3 tiveram efeitos diferentes 

conforme a cultivar, a fase de germinação e as enzimas. As sementes de Saracura na primeira 

etapa da germinação (2 dias de germinação após o alagamento) apresentaram aumento da 

atividade amilolítica anos tratamentos que apresentavam CaCl2 até o terceiro dia de hipoxia. O 

tratamento de germinação em solução de GA3, não surtiu efeito nas sementes de Saracura. 

(Figuras 13a e 14 a).Nesta mesma fase, a cv. AL34 apenas respondeu aos tratamentos com 

GA3 aumentando sua atividade amilolítica após 2 dias de alagamento (Figuras 13b e 14b). 

Esse fato se reflete na primeira contagem da germinação, em que as sementes de Saracura  e 

AL34 germinaram mais rapidamente nos tratamentos com CaCl2 e GA3, respectivamente 

(Figura 2).Na segunda fase (4 dias de germinação) a atividade amilolítica  de ambas as 

cultivares foi maior na tratamento com CaCl2, em todos os períodos de alagamento, bem como 

nas sementes que não sofreram alagamento (Figuras 13c-d e 14c-d), indicando o efeito do Ca2+ 

como ativador enzimático. 
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Figura 11. Atividade de amilases totais de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. 
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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Figura 12. Atividade de α-amilase de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia. 
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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O tratamento que se destacou na terceira fase foi o de Ca2++GA3 

induzindo um aumento na atividade de α-amilase de amilases totais nas cultivares Saracura e 

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

Os resultados obtidos neste trabalho indicam maior tolerância das 

sementes da cultivar Saracura ao alagamento em relação à cultivar AL34, sugerido nos dados 

de qualidade fisiológica da semente (germinação, primeira contagem, condutividade elétrica e 

crescimento de plântulas). Segundo Perata et al. (1992), capacidade de tolerar condições 

alagadas tem alta correlação com a degradação das reservas de amido e à disponibilidade  de 

açúcares prontamente utilizados no metabolismo energético. Os dados referentes à atividade 

amilolítica das sementes cv. Saracura e cv. AL34, por apresentarem a mesma tendência que os 

de qualidade fisiológica, indicam que a tolerância pode estar diretamente ligada a uma maior 

atividade de α-amilase e amilases totais.  

A solução de 0,375% de CaCl2, manteve a alta germinação das sementes de Saracura e 

AL34, aumentou o número de plântulas normais na primeira contagem do teste de germinação 

e aumentou a atividade amilolítica até o quarto dia de germinação, no entanto, essa solução 

inibiu o crescimento das plântulas. Da mesma forma, Purcino (2001) verificou que a adição de 

CaCl2 no papel de germinação teve um efeito significativo na redução do comprimento de raiz  

e parte aérea.  

A germinação das sementes depende da ação do GA3 em várias 

funções, como a ativação do crescimento vegetativo do embrião; o enfraquecimento do 

endosperma quando este impede o crescimento do embrião e a mobilização das reservas 

armazenadas no endosperma (Taiz e Zeiger, 1998). 
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Figura 13. Atividade de amilases totais de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia e germinadas em 
soluções de 0,375%CaCl2 (=Cálcio;); 100mg.L-1GA;  0,375% CaCl2 +100mg.L-1GA (=Cálcio 
+ GA) e água destilada (=H2Od) 
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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Figura 13.continuação... 
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Figura 13.continuação... 
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 Até o segundo dia de germinação, o GA3 proporcionou um efeito 

positivo, tanto na qualidade fisiológica das sementes, como na atividade amilolítica no 

endosperma, principalmente em sementes submetidas a menores períodos de hipoxia. No 

entanto, ao se prolongar o tempo de alagamento e o período durante a germinação em contato 

com esse biorregulador houve queda brusca na qualidade fisiológica e na atividade de 

amilases das sementes tratadas, indicando possível efeito fitotoxico do ácido.  

Bush et al. (1990) relatam que, em muitos cereais, a resposta das sementes ao ácido 

giberélico é dependente do cálcio, que atua como mensageiro secundário em uma via de 

transdução dos sinais provocados pelo GA3 que levam à síntese e ao acúmulo da enzima α-

amilase Ao combinar o Ca2+ e o GA3 na solução de embebição do papel germitest, as 

sementes apresentaram germinação e primeira contagem mais altas, indicando um sinergismo 

devido à integração entre o biorregulador e o mensageiro secundário aplicados exógenamente.  
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Figura 14. Atividade de α-amilase de sementes de milho cv. BRS1454-Saracura e CATI-
AL34,cujas sementes foram submetidas a diferentes períodos de hipoxia e germinadas em 
soluções de 0,375%CaCl2 (=Cálcio;); 100mg.L-1GA3;  0,375% CaCl2 +100mg.L-1GA3 
(=Cálcio + GA) e água destilada (=H2Od) 
Barras verticais significam o erro padrão de cada média. 
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Figura 14. continuação... 
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Figura 14. continuação... 
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7 CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir 

que as sementes a cultivar Saracura são mais tolerantes à hipoxia que as da cultivar AL34, e 

que em ambas as cultivares a deficiência de oxigênio inibe a degradação e mobilização das 

reservas, reduzindo, desta forma, a capacidade de expressão da qualidade fisiológica das 

sementes.  

Apesar de os tratamentos químicos com CaCl2 e GA3 

individualmente não atuarem de forma satisfatória para reduzir o estresse das sementes, 

quando aplicados juntos apresentam sinergismo, aumentam atividade amilolítica e melhoram 

as condições de germinação das sementes em períodos iniciais de alagamento.  
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