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RESUMO

Objetivou-se avaliar o crescimento da plantula e o metabolismo de carboidratos associados ao
aumento da tolerdncia a hipoxia exercido pela presenca do calcio no periodo de germinagdo e/ou
alagamento de plantulas de milho com diferentes idades. O experimento foi desenvolvido na Universidade
Federal de Lavras, MG, em 2002. Cariopses de milho da variedade ‘Saracura’ (BRS-4154) foram germinadas
em agua ou solugao de CaCl,. Apds dois e quatro dias, as plantulas foram submetidas ao alagamento em
tubos de PVC com tampao (com ou sem CaCl,) por trés dias, sendo entdo avaliadas a sobrevivéncia,
massa seca e as caracteristicas bioquimicas. O calcio aumentou a sobrevivéncia ao alagamento de plantulas
com quatro dias, entretanto, ndo influenciou naquelas com dois dias. O alagamento reduziu a massa
seca das plantulas sem prejudicar sua recuperagido pds-estresse, entretanto, o cdlcio influenciou no acimulo
de massa seca p6s-hipoxia somente em plantulas com quatro dias, mostrando uma recuperagdo mais
rapida dos danos causados no periodo de alagamento, o que ocorre em plantulas de dois dias de
germinacdo, independentemente desse elemento. Em plantulas mais jovens também houve maior
mobilizacdo das reservas de amido, assim como, maior translocacdo e utilizacdo dessas reservas. O
alagamento reduziu drasticamente a atividade da invertase dcida do vactiolo, independentemente da
presenga do calcio, comprovando sua ndo participagdo nos processos comandados por essa enzima. A
reducdo na atividade das invertases favorece menor concentragdo de hexoses, diminuindo a respiragao
anaerodbica e, conseqiientemente, a producgado de substancias téxicas, aumentando a sobrevida das plantulas
em condi¢des de hipoxia.
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ABSTRACT

GROWTH OF MAIZE ‘SARACURA’ (BRS-4154) AND a-AMYLASE AND INVERTASES
ACTIVITY ASSOCIATED WITH THE INCREASE OF FLOODING TOLERANCE CAUSED
BY EXOGENOUS CALCIUM

This research evaluated the plantlet growth and carbohydrate metabolism associated with the
increase in hypoxia tolerance caused by calcium presence during germination and/or flooding of maize
plantlets with different ages. The experiment was conducted at Universidade Federal de Lavras, MG, in
2002. Maize caryopses (var.’Saracura’) were germinated in water or CaCl,. After two and four days, the
plantlets were submitted to flooding in PVC tubes with buffer (with or without CaCl,) during three
days, being evaluated the survival, dry weight and biochemical characteristics. Calcium increased plantlet
survival to flooding at four days, although there was no influence on two-day samples. Flooding reduced
the plantlet dry weight without affect on the recovery after stress, therefore calcium influenced dry
weight accumulation after hypoxia only in plantlets at four days, showing a faster recovery from damages
caused during the flooding period, which also occurs in plantlets treated at two days of germination,
but independently of this element. Younger plantlets also showed higher mobilization of the starch
reserves, as well as higher translocation and utilization of these reserves. Flooding reduced drastically
the vacuole acid invertase activity, independent of calcium presence, demonstrating that it has no
participation in the processes coordinated by this enzyme. The reduction in the invertase activity favors
a lower hexose concentration, decreasing anaerobic respiration and, consequently, the production of
toxic substances, thereby increasing the survival of plantlets in hypoxia conditions.

Key words: Invertase, a-amylase, calcium, hypoxia.

1. INTRODUCAO

O excesso de dgua no solo promove deficiéncia
de oxigénio, tornando o ambiente radicular hipéxico.
Como conseqiiéncia da respiracdo dos o6rgdos
submersos da planta e/ou de microrganismos, o
oxigénio é esgotado e esse ambiente torna-se anéxico.
Em qualquer dessas situagdes, o desenvolvimento das
plantas é prejudicado. Plantas tolerantes ou que
apresentam certo grau de tolerdncia desenvolvem
estruturas ou mecanismos que lhe permitem sobreviver
por periodos mais prolongados nessas condicdes
(ALvEs et al., 2000; Bray et al., 2000).

Na falta de oxigénio, o metabolismo é desviado
para a via anaerdbica que, além de ter baixo rendimento
energético, produz substancias téxicas, tais como etanol
e acido latico. Em contrapartida, a expressao de genes
responsdveis pela sintese de enzimas do metabolismo
de carboidratos (ANDREWs et al., 1994; GUGLIELMINETTI et
al., 1995; Ricarp et al.; 1998), assim como a formacgéao de
aerénquimas e raizes adventiceas (HE et al., 1994; KoLs
etal., 1998; ZeNG et al., 1999) parecem estar relacionadas
aos mecanismos de tolerancia em plantas.

Entre as plantas de interesse econémico no
Brasil, o milho faz parte das culturas cujo cultivo esta
sujeito a ambientes encharcados, tendo a produtividade
afetada devido a sua baixa tolerancia a essas condi¢Ges.
Em 1997, foi lancada pela Embrapa Milho e Sorgo a
variedade de milho denominada ‘Saracura’ (BRS-4154),
com alto grau de tolerancia ao alagamento em condigdes
de campo (PARENTONNI et al., 1997).
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Verificou-se que em ambiente semicontrolado,
o milho ‘Saracura’ foi muito superior na tolerancia ao
alagamento quando comparado com uma variedade
ndo tolerante (BR-107). Entretanto, com o
prolongamento do estresse, observou-se intensa lise
celular no mesocétilo, levando ao tombamento e a
morte da plantula, caracteristicas mais precocemente
observadas na variedade BR-107 (ViTorino et al., 2001).

Varias estratégias tém sido utilizadas com o
objetivo de aumentar a recuperagdo pos-estresse das
culturas submetidas a deficiéncia de oxigénio, dentre
elas, a aplicagdo exdgena de calcio. O fornecimento
de célcio prolongou a sobrevivéncia da variedade
‘Saracura’, aumentando o periodo de tolerancia de
dois para quatro dias, sem prejuizo na taxa de
sobrevivéncia (ALVEs et al., 2002). A atuagdo do célcio
enddgeno na sobrevivéncia de plantulas de milho ao
estresse anaer6bico também foi evidenciada por
SusBalaH et al. (1994), que verificaram que a
mobilizacdo desse elemento de reservatorios
intracelulares até o citoplasma induziu a sintese da
desidrogenase alcodlica e sintase da sacarose.

A presenca do célcio no periodo de
germinagdo promoveu um aumento na sobrevivéncia
a hipoxia de plantulas do milho ‘Saracura’, entretanto,
foi mais eficiente quando esse elemento esteve presente
também no alagamento. O alto indice de sobrevivéncia
das plantulas na presenga do calcio se deve a redugao
do crescimento da plantula exercido pela alta pressao
osmotica da solugdo adicionada no papel de
germinacgdo. Essa redugdo no crescimento ocorreu
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principalmente quando esse elemento foi adicionado
por mais de 24 horas e os maiores indices de
sobrevivéncia estavam relacionados aos tratamentos
com maiores redugdes no crescimento (ALVEs et al.,
2002). Ao avaliar plantulas do milho ‘Saracura’
germinadas por dois e quatro dias na presenca de
calcio, Fries (2003) verificou que a reducdo no
crescimento em funcdo desse elemento foi significativa
somente em plantulas mais velhas. Esse menor
desenvolvimento esteve relacionado a uma menor
utilizagdo de agdcares soltveis pela plantula, uma vez
que houve maior degradagdo das reservas de amido
do endosperma e conseqiiente translocac¢do na
presencga do calcio. Além disso, a menor atividade da
invertase acida do vactolo, observada tanto em
plantulas de dois quanto de quatro dias de
germinagdo, resultou em um menor potencial osmético
nas células promovendo uma redugdo na elongacéo
celular. O célcio, por sua vez, pode estar atuando como
um modulador da atividade dessa enzima durante o
periodo de germinagao (Fries, 2003).

Em plantas superiores as invertases catalisam
a hidrélise irreversivel da sacarose em hexoses. Essas
enzimas tém papel importante no metabolismo celular,
no desenvolvimento do tecido e no crescimento do
6rgdo, por fornecer hexoses que serdo utilizadas como
fonte de carbono ou como moléculas sinalizadoras. As
hexoses produzidas pelas invertases também podem
aumentar o potencial osmético celular (KocH, 1996;
TaNG et al., 1999; SturM, 1999; MitsuHasHI et al., 2004).
Todavia, a funcdo dessas enzimas no periodo de
germinacdo e sua participagdo no desenvolvimento
inicial de plantulas ainda é pouco conhecida. Embora
a hipoxia exerca importante influéncia na regulacao
da relagdo fonte-dreno entre o endosperma e a
plantula, possivelmente pela modulacao da expressao
de genes relacionados (MiTsuHAsHI et al., 2004), as
invertases parecem nao ter uma atuagdo significativa
nessas condi¢des (GUGLIELMINETTI et al., 1995; RicarD
et al., 1998; ZenG et al., 1999).

VanToar et al. (1995) verificaram que a idade da
planta pode interferir na tolerancia ao estresse anéxico
ou hipdxico. Em seu trabalho, esses autores relataram que
plantulas mais novas (dois dias de germinagdo) foram
mais tolerantes a anoxia que plantulas de trés dias ou
mais e indicaram a operag¢do de mecanismos que
permitam a utilizagdo de glicose sob condigdes andxicas.
Da mesma forma, ANDREWs et al. (1994) afirmaram que
plantulas de idades distintas respondiam diferentemente
a anoxia. Esses autores observaram que plantulas com
até trés dias ap6s a embebicao induziam a atividade da
desidrogenase alcodlica, tanto por hipoxia como por
anoxia. Ja, plantulas com até cinco dias apés a
embebicdo dependiam de um pré-tratamento hipédxico
para a inducédo dessa enzima.

A fim de investigar a influéncia do célcio no
aumento da tolerancia ao alagamento, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento da
plantula e o metabolismo de carboidratos, assim como,
a atividade de enzimas relacionadas, como a-amilase
e invertases, associados a presenca do calcio no
periodo de germinacdo e/ou alagamento de plantulas

de milho com diferentes idades.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, utilizaram-
se plantulas de milho da variedade ‘Saracura’
(BRS-4154), Ciclo 14, desenvolvida pela Embrapa
Milho e Sorgo.

Cariopses de milho foram envolvidas em
papel de germinagdo embebido em dgua ou solugdo
de cloreto de calcio (CaCly) a 0,75% (p/v) e mantidas
em cadmara de germinacdo umida (modelo
Mangelsdorss) a 27 + 2°C no escuro, por dois e quatro
dias. Ap6s esses periodos foram realizadas avaliagdes
de massa seca das plantulas, andlises bioquimicas e
o alagamento. Para as andlises bioquimicas, parte
aérea, raizes e endospermas foram acondicionados em
nitrogénio liquido e armazenados a -20°C.

O alagamento foi realizado em tubos de
PVC de 75 mm de didmetro. Cada tubo continha
100 plantulas e 1,2 L do tampéao de alagamento:
Tris-hidroximetilaminometano 5 mM, pH 8 com
100 mg.L! de ampicilina (SaaB e Sacwus, 1996) ou
o mesmo tampao acrescido de CaCl, a 0,75% (p/
v). Para tornar o ambiente do tubo hipéxico (3%
[v/v] O, em N,), fez-se o borbulhamento com
nitrogénio gasoso por 3 minutos (1 L.min™). Os
tubos foram mantidos no escuro e, ap6s trés dias
de estresse, avaliou-se a sobrevivéncia, massa seca
e caracteristicas bioquimicas.

A sobrevivéncia ao alagamento foi realizada
baseando-se no enverdecimento e vigor das plantulas
ap0s cinco dias de cultivo em caixas com vermiculita
em sala de crescimento (fotoperiodo de 16 horas). A
porcentagem da sobrevivéncia foi calculada em relagao
a100% de sobrevivéncia verificada em plantulas que nao
foram alagadas (dados ndo mostrados). No fim desse
periodo avaliou-se também, a massa seca das plantulas.

Os carboidratos soltveis foram extraidos pela
homogeneizacdo de 1 g de massa fresca em 4 mL do
seguinte tampao: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0,
PMSF (Phenylmethyl Sulfonyl Fluoride) 1 mM, DTT
(ditiotreitol) 1 mM, 4cido ascérbico 20 mM e cloreto
de sédio (NaCl) 200 mM, seguido de centrifugacdo a
9.000 g por 20 minutos a 4 °C e coleta do sobrenadante.
O processo foi realizado mais duas vezes e os
sobrenadantes combinados.
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Para extracdo do amido, o pellet foi
ressuspendido com 8 mL do tampao acetato de
potéssio 200 mM, pH 4,8 e colocado em banho-maria
(100°C) por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2 mL do preparado da enzima
amiloglucosidase, contendo 12,6 unidades, incubando
em banho-maria a 40 °C por 2 horas, sob agitacao.
Apos centrifugacdo a 9.000 g por 20 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o volume completado para
25 mL. Os acgucares soluveis totais e amido foram
quantificados pelo método da Antrona (DiscHE, 1962)
e suas concentragdes foram expressas em miligramas
de glicose por grama de massa fresca (mg.g™ MF).

A extragdo da a-amilase foi realizada conforme
SKADSEN (1993) com algumas modificagdes. Um grama
de massa fresca de endosperma foi homogeneizado
com 4 mL de tampao acetato de sédio 200 mM (pH
5,5), 1 mM de PMSF, 10 mM de CaCl,, 1 mM de DTT e
20 mM de 4cido ascoérbico, seguido de centrifugacédo
a 9.000 g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
submetido ao banho-maria a 70 °C por 20 minutos,
para a inativagdo da a-amilase e outras enzimas
amiloliticas. Apds nova centrifugacao, o sobrenadante
foi utilizado para a incubagdo em tampao acetato de
sédio 200 mM (pH 5,5), 2% de amido soltvel e 5 mM
de CaCl,. A incubacgdo ocorreu em banho-maria a 30
°C por 40 minutos. As reacgdes foram paralisadas pela
submersdao em N, liquido. Reag¢des a 0 minuto de
incubacao foram determinadas para eliminar agticares
redutores pré-existentes. Para a quantificagdo utilizou-
se o método do DNS para agticares redutores (MILLER,
1959). A atividade das enzimas foi obtida apds 40
minutos de incubagdo e abatimento dos valores do
tempo zero e expressa em umol de glicose por grama
de matéria fresca por hora (umol gli.g™! MF.h).

A extracdo e incubacdo das invertases solaveis
foram realizadas conforme descrito por ZenG et al.
(1999) e da invertase acida da parede celular (IAPC)
segundo Cazerta et al. (1999), com algumas
modificagdes.

A invertase neutra do citosol (INC) e invertase
dcida do vacuolo (IAV) foram extraidas pela
homogeneizagdo de 1 g de massa fresca em 4 mL do
tampao de extracao contendo 100 mM de HEPES (pH 7,5),
1 mM de PMSF, 5 mM de MgCl,, 1 mM de DTT e 20 mM
de 4cido ascérbico, seguida pela centrifugacao a 9.000 g
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para
as analises das invertases soltveis e o pellet
ressuspendido e homogeneizado durante 7 minutos com
4 mL de tamp3o citrato 200 mM (pH 4,8), 1 mM de PMSF,
5mM de MgCly, 1 mM de DTT, 20 mM de acido ascérbico
e 1 M de NaCl para a extragdo da IAPC, seguido de
centrifugacgdo a 9.000 g por 20 minutos a 4°C, coletando-
se o sobrenadante para a analise da enzima.
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A atividade das enzimas foi realizada em
tampado fosfato de potédssio 100 mM (pH 7,5) para a
INC e em tampao citrato de s6dio 200 mM (pH 4,8)
para a IAV e IAPC, acrescidos de 5 mM de MgCl, e
200 mM de sacarose. A incubacdo foi realizada em
banho-maria a 30 °C por 40 minutos. A paralisagao
da reagdo e quantificagdo foram feitas da mesma forma
que da a-amilase. A atividade da enzima foi expressa
em umol de glicose por grama de matéria fresca por
hora (umol gli.g™ MF.h).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantulas de dois dias de idade, a
presenca do célcio no periodo de germinacdo e/ou
alagamento ndo teve efeito benéfico no aumento da
sobrevivéncia como ocorreu nas plantulas de quatro
dias (Figura 1). Nestas tltimas, observou-se um
aumento gradativo na sobrevivéncia devido ao contato
com o calcio, sendo mais expressivo quando sua
presenca ocorreu simultaneamente na germinagao e
no alagamento (G+A+). Neste caso, verificou-se um
aumento de 57% na sobrevivéncia em relagdo aquela
observada na auséncia total de calcio (G-A-).
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Figura 1. Sobrevivéncia ao alagamento de plantulas de
milho ‘Saracura’ com dois (A) e quatro (B) dias de
germinacdo. Legenda: d G, dias de germinacdo; d A,
dias de alagamento; d S, dias de sobrevivéncia. G-A-,
germinagdo e alagamento sem calcio; G-A+, germinagao
sem calcio e alagamento com calcio; G+A-, germinagao
com calcio e alagamento sem cdlcio e G+A+, germinagao
e alagamento com calcio. A barra indica o erro-padrao
da média.

Esses resultados reafirmam a influéncia do
calcio na tolerancia a hipoxia de plantulas de quatro
dias, observada por ALVEs et al. (2002) e mostram pela
primeira vez, que plantulas de milho ‘Saracura” com
dois dias de idade sdo tolerantes a este tipo de
estresse, independentemente da presenca do célcio.
Maior tolerancia em plantulas de milho mais jovens
foi observada por VanToar et al. (1995), ao verificar
um declinio na sobrevivéncia de plantulas com trés
dias ou mais, apds 48 horas de anoxia.
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Estudando o comportamento de plantulas de
milho ‘Saracura’” de quatro dias de idade a hipoxia,
VitoriNno et al. (2001) relacionaram a diminui¢do da
sobrevivéncia ao alagamento a intensa lise celular
ocorrida na regido do mesocétilo, a qual tornava-se
transltcida e flacida com o prolongamento do estresse,
formando uma forte constricdo, responséavel pelo
tombamento e morte das plantulas. No presente
trabalho, esse sintoma nao foi observado em plantulas
com dois dias de idade, independentemente da
presenga do célcio. Em plantulas com quatro dias, o
cédlcio no papel de germinagdo ou no tampao de
alagamento (G+ A- e G- A+) contribuiu para a
atenuagado desse sintoma, o qual ndo se manifestou
quando esse elemento esteve presente em ambas as
situagdes (G+ A+).

De maneira geral, nas plantulas apés o
periodo de alagamento havia uma massa seca de parte
aérea e raizes menores que aquelas observadas ap6s
a germinacdo (Figura 2). Entretanto, essa perda nédo
prejudicou o ganho de massa seca pds-estresse.
Observou-se que as plantulas mais jovens
sobreviventes ao estresse experimentaram em média
um ganho de massa seca de parte aérea de oito vezes,
tomando como base a massa observada no fim do
alagamento, enquanto o ganho nas mais velhas foi de
trés vezes. Ao mesmo tempo, nas raizes, esse ganho
alcangcou em média sete e duas vezes em plantulas de
dois e quatro dias respectivamente.
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Figura 2. Massa seca da parte aérea (A e B) e raiz (C e D)
de plantulas de milho 'Saracura' com dois (A e C) e
quatro (B e D) dias de germinacdo ([]), submetidas a:
trés dias de alagamento () e cinco dias de
sobrevivéncia ap6s o estresse ([J). Legenda conforme
figura 1. A barra indica o erro-padrdo da média.

O calcio, por sua vez, ndo afetou o acamulo
de massa seca pés-hipoxia na parte aérea de
plantulas com dois dias de germinacgao,
submetidas ao alagamento (Figura 2A). Por outro
lado, em plantulas de quatro dias (Figura 2B),
observou-se, apés o periodo de sobrevivéncia,
aumento médio em massa seca de 87% na auséncia
total do célcio (G- A-) ou quando esse esteve
presente somente no alagamento (G- A+). Quando,
porém, o calcio foi fornecido apenas na germinagao
(G+ A-), ou em ambas as situagdes (G+ A+), esse
aumento foi de 284 %.

Nas raizes, a presenga do cédlcio promoveu
aumentos expressivos no acimulo de massa seca
durante a sobrevivéncia, principalmente em
plantulas que foram alagadas com quatro dias de
idade (Figura 2C e 2D). Enquanto nas plantulas
mais jovens, esses aumentos foram na ordem de
475% na auséncia total de calcio (G-A-) até 938%
em sua total presenga (G+A+), nas plantulas de
quatro dias verificaram-se indices muito inferiores.
Apesar de essas plantulas serem maiores no fim
do periodo de alagamento, elas passaram mais
tempo se recuperando dos danos causados por esse
estresse do que produzindo massa. Dessa forma,
observou-se apenas a recuperacdo da massa seca
perdida no periodo de estresse, quando o céalcio
ndo esteve presente (G- A-) ou quando foi fornecido
somente no alagamento (G- A+), sendo um pouco
maior no segundo caso, embora nao significativo.
Quando somente a germinagdo ocorreu na
presenca desse elemento (G+ A-) ou quando o calcio
esteve presente em ambas as situacgdes (G+ A+),
houve aumentos de 70% e112%, respectivamente,
na massa seca de raiz no periodo de sobrevivéncia.

A presenga do calcio no tampao de
alagamento (G- A+; G+ A+) promoveu maior
acumulo de massa seca nas raizes de plantulas de
dois dias (Figura 2C) durante a sobrevivéncia,
quando relacionada aos seus respectivos
tratamentos alagados sem calcio (G- A-; G+ A-).
Para as plantulas de quatro dias houve diferenca
significativa somente entre aquelas que germinaram
na presencga do calcio (G+A-; G+A+). Esse maior
acamulo de massa seca pode ser resultado do
aparecimento de maior ntimero de raizes
adventicias, observado durante o experimento, cuja
formagdo pode estar relacionada a presenca do
calcio no periodo de alagamento. De maneira geral,
para diversas culturas, o cdlcio induz a formacéao
desse tipo de raizes quando comparadas com
aquelas crescidas em solos deficientes nesse
elemento (MARSCHNER, 1986).
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Esses resultados evidenciam que a presenca
do calcio em plantulas de quatro dias, principalmente
no periodo de germinagado, promove uma recuperagao
mais rapida dos danos causados no periodo de
estresse hipdxico, permitindo maior utilizacdo de
compostos carbonados no crescimento da plantula. A
rapida recuperacdo e posterior crescimento ocorrem
em plantulas de dois dias de germinacao,
independente mente da presenga do célcio.

De maneira geral, no fim do periodo de
alagamento, os teores de amido nos endospermas de
cariopses foram semelhantes entre si (Figura 3A e 3B).
No fim da germinagdo, observaram-se maiores teores
de amido nas plantulas de dois dias do que naquelas
de quatro dias, em vista de menor atividade da o-
amilase. Pode se inferir, portanto, que, no periodo de
alagamento, ocorreu maior mobilizacdo dessas
reservas nas plantulas mais jovens. Apesar disso, a
atividade da a-amilase em ambas as plantulas nao
aumentou, chegando até mesmo a decrescer, ndo
significativamente, quando o cdlcio esteve presente
(Figura 3C e 3D).

2dG 2dG+3dA 4d G
60 60

4dG+3dA

50 50

30

Teor de Amido
(mg.g' Endosperma)
g

G- G+t

300

alfa-Amilase
(umol gli.g! Endosperma.h™)
| |
H

Tratamentos

Figura 3. Teor de amido (A e B) e atividade da a-amilase
(C e D) em endospermas de cariopses de plantulas de
milho 'Saracura' com dois (A e C) e quatro (B e D) dias
de germinacdo ( [] ), submetidas a trés dias de
alagamento (). Legendas conforme figura 1. A barra
indica o erro-padrdao da média.

A reducdo nos teores de amido observada
apos o alagamento nos endospermas de cariopses de
dois dias de germinacao, relacionada a baixa atividade
da a-amilase, pode ser devido a atividade de outras
enzimas amiloliticas como a o-amilase e/ou
fosforilase do amido. Essa baixa atividade pode estar
relacionada a inibicdo da sintese de a-amilase
durante o estresse, o que foi observado em trigo e

cevada sob condicdes de anoxia (PErRATA et al., 1993).
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Apesar de ndo haver diferencas significativas
entre os teores de amido, os teores de acgticares soluveis
totais, ap6s o periodo de estresse, foram maiores nos
endospermas de cariopses de plantulas de quatro dias
de germinacdo quando comparados aos teores
naqueles de plantulas de dois dias (Figura 4A e 4B).
Analisando-se esses resultados, supde-se que, durante
o alagamento, pladntulas de dois dias estdo
translocando maior quantidade de reservas de
carboidratos que plantulas de quatro dias. Desse
modo, o fator de tolerancia existente em plantulas de
dois dias pode estar relacionado ao transporte de
compostos carbonados do endosperma para a
plantula, provindos, principalmente da hidrélise do
amido.

2d G 2dG+3dA 4dG 4dG+3dA

120

100
80
60
40 {p T

20

Teor de AST
(mg.g"' Endosperma)

60

w{ I

20

Teor de AST
(mg.g' Parte Aérea)

60

40 40

Teor de AST
(mg.g' Raiz)

Tratamentos
Figura 4. Teor de agtcares solaveis totais de endosperma
(A e B), parte aérea (C e D) e raiz (E e F) de plantulas
de milho 'Saracura' com dois (A, C e E) e quatro (B, D
e F) dias de germinacdo ( []), submetidas a trés dias
de alagamento (). Legendas conforme figura 1. A
barra indica o erro-padrdao da média.

Em geral, os teores de agticares solaveis totais,
na parte aérea (Figura 4C e 4D) e raiz (Figura 4E e
4F) apos o alagamento, foram maiores nas plantulas
de quatro dias que de dois dias de idade. Uma vez
que, no fim da germinagdo, o cdlcio promoveu um
acamulo desses agicares na plantula, culminando em
menor utilizacdo e redug¢do no crescimento das
plantulas (Fries, 2003), a presenga do calcio no periodo
de alagamento, de maneira geral, ndo influenciou nos
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teores desses carboidratos. Assim, se em plantulas
de dois dias de germinagao estd havendo maior
translocacdo de reservas do endosperma para a
plantula e ndo estd ocorrendo acimulo de agtcares
na parte aérea e raiz durante o alagamento, essas
plantulas, além de seus mecanismos de transporte
mais eficientes, conseguem utilizar melhor as
reservas para a sua manutengdo durante a hipoxia,
por isso, ao sairem do periodo de estresse,
recuperam-se mais rapidamente. O aperfeicoamento
na tolerdncia de plantulas de dois dias, apds a
adicdo de glicose, foi observado por VanToar et al.
(1995), que sugeriram que tais resultados podem
ser interpretados como uma indicacdo da operagao
de mecanismos que permitam a utilizacdo de
glicose sob condi¢bes andxicas.

O alagamento reduziu a atividade de todas
as invertases (Figura 5 e 6), independentemente da
presenca do calcio. As invertases neutra do citosol
(INC) (Figuras 5A, 5B, 6A e 6B) e 4cida da parede
celular (IAPC) (dados ndo mostrados) tiveram
redugdes menores em sua atividade, enquanto a
invertase acida do vactolo (IAV) (Figuras 5C, 5D,
6C e 6D) foi a mais fortemente afetada. Em
plantulas de dois dias de germinacdo, a atividade
dessa enzima caiu em média 90% na parte aérea e
96% na raiz. Ja em plantulas de quatro dias essas
reducdes chegaram a 98 e 96% respectivamente.
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Figura 5. Atividade das invertases neutra do citosol (INC)
(A e B) e acida do vactiolo (IAV) (C e D) em parte aérea
de plantulas de milho 'Saracura' com dois (A e C) e
quatro dias (B e D) de germinagdo ([]), submetidas a
trés dias de alagamento (). Legendas conforme figura
1. A barra indica o erro-padrdo da média.

Apesar de a fungdo das invertases no periodo
de germinacdo ainda ser pouco conhecida, sabe-se
que elas clivam sacarose para fornecer hexoses como
fonte de energia e carbono, regulando o turgor das
células e promovendo a expansdo celular, além de
gerar um gradiente de concentragdo de sacarose entre
6rgaos fonte e dreno (TANG et al., 1999; Sturm, 1999;
MitsuHAsHI et al., 2004; Taiz e ZEIGER, 2004). Durante
a fase de crescimento de 6rgdos ou células, a invertase
acida do vactolo é a enzima com maior importancia
no suprimento desses agticares (KocH, 1996; TANG et
al., 1999; MitsuHasHI et al., 2004). Os resultados
observados com o milho ‘Saracura” por Fries (2003)
corroboram com esses autores quando, tanto na parte
aérea quanto em raiz, a invertase acida do vactolo
teve as mais altas atividades. Ao mesmo tempo, a
presenga do calcio reduziu a atividade dessa enzima
durante a germinagéo e, conseqiientemente, a
diminuicdo do efeito osmotico exercido pela clivagem
da sacarose promoveu menor expansdo celular,
reduzindo o crescimento da plantula. Esses resultados
sugerem, portanto, que existe uma modulagdo exercida
pelo céalcio sobre essa enzima durante esse periodo.
No presente trabalho, o alagamento reduziu
fortemente a atividade dessa enzima, tanto em
plantulas de dois como de quatro dias de germinagao.
Em plantulas mais jovens, nas quais se observou alto
grau de tolerancia, a invertase neutra do citosol
(Figuras 5A e 6A) que foi pouco afetada pelo
alagamento, principalmente na parte aérea, poderia
estar atuando na manuten¢do metabélica da plantula
durante o estresse. Por outro lado, como o cédlcio nao
teve influéncia significativa na atividade das
invertases no periodo de estresse, pode ser
comprovado que ndo participa dos processos
comandados por essas enzimas.

A reducdo na atividade das invertases no
periodo de alagamento promove menor concentragdo
de hexoses disponiveis para o metabolismo celular,
diminuindo, portanto, a respiragdo anaerdbica e,
conseqiientemente, a produgdo de substéncias téxicas.
Assim, essas plantulas conseguem manter uma
sobrevida por um periodo maior em condigdes de
hipoxia. Por outro lado, novas investigacdes em
relacdo aos mecanismos de atuacdo do calcio no
aumento da tolerdncia ao estresse hipdéxico sdo
necessarias.

Ao analisar plantulas de milho de cinco a sete
dias de germinacdo, submetidas a tratamentos com
baixo teor de oxigénio, ZENG et al. (1999) observaram
uma diminuicdo brusca na atividade da invertase
acida do vactiolo nas primeiras horas de anoxia ou
hipoxia, estabilizando em seguida para niveis mais
baixos que sob condi¢bes aerdbicas.
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O mesmo comportamento ocorreu com a
sintase da sacarose, porém apés um rapido declinio,
essa enzima recuperou sua atividade alcancando
niveis préximos ou superiores aos encontrados em
aerobiose. Segundo esses autores, a diminuicdo na
atividade da sintase da sacarose pode contribuir no
ajustamento das plantulas as condig¢bes de baixo
oxigénio. Esses resultados confirmam a importancia
da sintase da sacarose durante a hipoxia de plantulas
de milho relatada por Ricarp et al. (1998). Ao mesmo
tempo, GUGLIELMINETTI et al. (1995) observaram que a
razdo de atividade entre a sintase da sacarose e a
invertase neutra do citosol, em coleéptilos de arroz
de oito dias de idade, foi de 5:1 sob condi¢des
aerdbicas e 30:1 sob anoxia. Esse dado revela que, em
ambas as condig¢des, as duas enzimas estdo atuando,
porém, sob anoxia a sintase da sacarose tem maior
funcdo no compartimento citosélico. Em milho, a
preferéncia pela via da sintase da sacarose foi
confirmada pelos menores indices na atividade da
invertase dcida do vacudolo (ZeNG et al., 1999). Nesse
trabalho, o genétipo com a menor atividade da
invertase juntamente com a menor capacidade relativa
de clivagem da sacarose (atividade da invertase mais
atividade da sintase da sacarose) obteve o maior
indice de sobrevivéncia.
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Figura 6. Atividade das invertases neutra do citosol (INC)
(A e B) e 4cida do vactiolo (IAV) (C e D) em raizes de
plantulas de milho 'Saracura' com dois (A e C) e quatro
dias (B e D) de germinacdo ([]), submetidas a trés dias
de alagamento (). Legendas conforme figura 1. A
barra indica o erro-padrao da média.

4. CONCLUSOES

1. Plantulas de dois dias sdo tolerantes a
hipoxia “per si”. Tal tolerdncia estd relacionada a
mecanismos de utilizagdo de carboidratos durante a
hipoxia.
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2. A presenca de cédlcio exé6geno aumenta a
tolerancia de plantulas de quatro dias ao estresse
hipdxico e promove uma recuperagao mais rapida dos
danos causados nesse periodo.

3. A atividade da invertase 4dcida do vactolo
é fortemente reduzida no periodo de alagamento e o
calcio ndo tem qualquer influéncia sobres essa enzima
durante esse periodo.
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