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RESUMO

FRIES, Daniela Deitos. Comportamento de a-Amilase/Invertases e
Mudancas Anatémicas Associadas ao Cilcio Exégeno no Perfodo de
Germinaciio e/ou Alagamento de Plintulas do Milko {(Zea mays L.)
“Saracura” — BRS-4154. 2003. 49 p. Dissertagio (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

O presente trabalho teve por objetivo verificar 0 comportamento de a-
amilase e invertases e mudangas morfolégicas e anatomicas associadas ao célcio
‘exégeno no perfodo de_ germinagéio e/ou alagamento de plintulas do milho
““Saracura” (BRS-4154) com diferentes idades. Cariopses do “Saracura” foram
germinadas e alagadas na presenga e/ou auséncia do célcio. Parte do material
coletado foi levado para recuperagio pos-hipoxia em vermiculita visando
avaliagiio de v1gor, sobrevivéncia ¢ matéria seca. Outro lote foi destinado as
andlises de aglcares soliiveis totais e redutores, a-amilase e invertases. O
crescimento das plantulas reduziu drasticamente quando o célcio esteve prwente
na germinacdio. Essa redugdo foi, provavelmente, devido ao acimulo de agicares
redutores na plintula, Apesar das reservas de amido do endosperma terem sido
mais facilmente degradadas na presenga do cdlcio, os teores de aglicares
redutores foram maijores quando a atividade das invertases na pléntula néo
apresentou diferenga na presenga desse elemento. Entretanto, quando a atividade
dessas enzimas reduziu, o acimulo de agicares redutores foi semelhante quele
na auséncia do célcio. Sugere-se assim que, na presenga deste elemento, estaria
havendo maior exportagio e menor utilizagio de carboidratos. O célcio
aumentou a tolerincia a hipoxia em plintulas de quatro dias. Nessas plantulas
observou-se um aumento gradativo na sobrevivéncia, devido ao contato com
esse elemento. Ao compari-las com plintulas de dois dias de germinagdo, que se
mostraram tolerantes, independente do célcio, verificou-se que, na auséncia total
desse elemento, a sobrevivéncia reduziu significativamente com o aumento da
idade. Essa diferenca na sobrevivéncia diminuiu acentuadamente quando o
cilcio esteve presente somente no tampdio de alagamento ou no papel de
germinagio e desapareceu quando esteve em ambas as situagbes. O efeito
estrutural do calcio foi confirmado pela diminuigio ou desaparecimento dos
sintomas de lise celular ocasionados pela hipoxia. Além disso, a atuagdo desse
elemento na tolerdncia ao alagamento foi marcado pelo maior acimulo de

! Comité Orientador: José Donizeti Alves — UFLA (Orientador), Marcelo Murad
Magalhdies — UFLA, Evaristo Mauro de Castro — UFLA, Nelson Del Filho — UNICOR.



matéria seca pos-hipoxia em plintulas de quatro dias que estiveram em contato
com o cdlcio, principalmente na germinagiio. No periodo de alagamento, a
degradagdio das reservas de cariopses germinadas por quatro dias foi maior que a
daquelas germinadas por dois dias, independente da presenca do calcio. Por
outro lado, plantulas de dois dias utilizaram com maior intensidade as reservas
de amido do endosperma, sugerindo que a tolerdncia dessas pldntulas poderia
estar relacionada & translocagio e utilizaglio dessas reservas, enquanto que
plantulas de quatro dias estariam utilizando outras fontes para sua manutencio.
O alagamento reduziu a atividade da a-amilase, indicando a atuagdio de outras
enzimas amiloliticas em pléntules de dois dias. Nesse mesmo periodo, a
atividade total das invertases sofreu redug#io brusca, independente da idade ou da
presenga do célcio, sendo a invertase dcida do vaciolo a mais afetada. A
presenga do célcio promoveu a morte parcial da raiz primdria e o consegiente
aumento do niimero de raizes adventicias, bem como retardou o espessamento
das células de epiderme, exoderme, endoderme e sistema vascular de parte aérea
e raiz, ¢ reduziu gradativamente a formag#io de aerénquimas.



ABSTRACT

FRIES, Daniela Deitos. Behavior of a-Amylase/Invertases and Anatomical
Changes Associated with Exogenous Calcium During Germination and/or
Flooding of Maize Seedlings (Zea mays L.) “Saracura” - BRS-4154, 2003.
49p. Dissertation (Master Program in Plant Physiology) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG'.

The present work aimed to verify the a-amilase and invertases activities and
morphologic and anatomical changes associated to the exogenous calcium
during germination and/or flooding of maize seedlmgs "Saracura" (BRS-4154)
with different ages. Cariopses of maize seedlings "Saracura" were germinated
and flooded in the presence and/or absence of the calcium. Part of the collected
material it was taken for survival recovery experiments in vermiculite. Another
lot was destined to the analyses of total soluble and reducing sugars, and a-
amylase and invertases activities. The seedlings growth reduced drastically when
the calcium was present in the germination. That reduction was, probably, due to
the accumulation of reducings sugars in the seedling. In spite of the starch
reserve in the endosperm have been more easily degraded in the presence of the
calcium, the levels of reducing sugars were higher when the activity of the
invertases in the seedling didn't show difference in the presence of this element.
However, when the activity of those enzymes reduced, the accumulation of
reducing sugars was similar to that in the absence of the calcium, suggesting like
that, in the presence of this element, it would be having larger export and smaller
carbohydrates use. The calcium increased the tolerance of hipoxia in seedlings
with four days in this condition. In these seedlings a gradative increase was
observed in the survival due to the contact with this element. When comparing
them with seedlings of two days of germination, that were shown tolerant,
independent of the calcium, when this cation was fully absent, the survival
reduced significantly with the increase of the age. That difference in the survival
decreased strongly when the calcium was only present in the flooding buffer or
in the germination paper and it disappeared when it was in both situations. The
structural effect of the calcium was confirmed by the decrease or disappearance
of the symptoms of cellular lise caused by the hipoxia. In addition to this fact,
the performance of this element in the tolerance to the flooding was marked by
the highest dry matter accumulation pos-hipoxia in seedlings of four days that
were in contact with the calcium, mainly in the germination. In the flooding

! Guidance Committee: José Donizeti Alves — UFLA (Major Professor), Marcelo Murad
Magalhdes — UFLA, Evaristo Mauro de Castro — UFLA, Nelson Del Filho — UNICOR.
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period, the degradation of the cariopses reserves germinated by four days it was
higher than of those germinated by two days, independent of the calcium
presence. On the other hand, seedlings of two days used with higher intensity the
reserves of endosperm starch, suggesting that the tolerance of those seedlings
could be related the translocation and use of those reserves, while, seedlings of
four days, would be using other sources for your maintenance. The flooding
reduced the activity of a-amilase, indicating the performance of other amylolitic
enzymes in seedlings of two days. In the same period, the total activity of the
invertases suffered abrupt reduction, independent of the age or of the presence of
the calcium, being the vacuole invertase acid the most affected. The presence of
the calcium promoted the partial death of the primary root and the consequent
increase in the number of adventious roots, as well as, it delayed the thickening
of epiderm, exoderm, endoderm cells and vascular system from root and shoot,
and it reduced gradually the aerenchym formation.

v



1 INTRODUCAO

O excesso de dgua no solo promove deficiénocia de oxigénio, tornando o
ambiente radicular hipéxico. Como conseqiléncia da respiragio dos oérgdos
submersos da planta e/ou de microrganismos, o oxigénio ¢ esgotado e esse
ambiente torna-se andxico. Em qualquer dessas situagdes, o desenvolvimento
das plantas ¢ prejudicado.

As plantas respondem diferentemente a esse tipo de estresse. Aquelas
que sdo tolerantes ou que apresentam certo grau de tolerincia desenvolvem
estruturas ou mecanismos que lhe permitem sobreviver por periodos mais
prolongados nessas condigdes. Entretanto, plantas sensiveis no suportam o
deficiéncia de oxigénio, morrendo apés curtos periodos de alagamento.

Na falta de oxigénio, 0 metabolismo ¢ desviado para a via anaerdbica
que, além de ter baixo rendimento energético, produz substincias toxicas. Ao
mesmo tempo, a expressdo de genes responsdveis pela sintese de enzimas do
metabolismo de carboidratos, assim como a formagio de aerénquimas para a
difusdio do oxigénio para as raizes, parece estar relacionada aos mecanismos de
tolerdncia em plantas.

Entre as plantas de interesse econémico no Brasil, o milho faz parte das
culturas que estio sujeitas a ambientes encharcados, tendo a produtividade
afetada devido & sua baixa tolerincia a essas condi¢des. Em fungiio dessa
sensibilidade & deficiéncia de oxigénio, a Embrapa Milho ¢ Sorgo langou no
mercado, em 1997, uma variedade de milho denominada “Saracura” (BRS-
4154) que, apés nove ciclos de selegio massal sob condi¢des de umidade do
solo, revelou-se tolerante a periodos intermitentes de alagamento. A partir de

entio, a Embrapa Milho e Sorgo, em parceria com o setor de Fisiologia Vegetal



da Universidade Federal de Lavras, vem desenvolvendo trabalhos para
identificar os mecanismos relacionados com a tolerdncia dessa variedade.

Nesses trabalhos, a variedade “Saracura” mostrou-se altamente tolerante
a hipoxia, quando comparada a uma variedade suscetivel. Além disso, o
fornecimento exdgeno de célcio aumentou a sobrevivéncia dessa variedade ao
alagamento, retardando a morte das plantas. Ao mesmo tempo, a presenca deste
elemento na germinacdo reduziu o crescimento das pléntulas, principalmente
quando era adicionado por mais de 24 horas. A redugfio no crescimento indicou
uma possivel manutengio de reservas no endosperma para posterior utilizagio
no perfodo de estresse.

A fim de investigar a influéncia do clcio na redugiio do crescimento e
aumento da tolerdncia ao alagamento, o presente trabalho teve por objetivo
verificar o comportamento de enzimas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, como a-amilase e invertases, assim como mudangas morfolégicas
e anatdmicas associadas a presenca do célcio no periodo de germinagiio e/ou

alagamento de plintulas de milko com diferentes idades.



2 REFERENCIAL TEORICO

|

O excesso de 4gua no solo causa deficiéncia de oxigénio, tornando o
ambiente radicular hipoxico (baixa pressdo de oxigénio) ou andxico (sem
oxigénio). Dessa forma, ocorre um ajustamento metabélico, anatomico e/ou
morfolégico, permitindo a sobrevivéncia das plantas por um periodo mais
prolongado nessas condigdes (Alves et al, 2000). Existem plantas que
sobrevivem em ambientes ala‘gados, outras que toleram curtos periodos nessas
condigdes e outras que niio resistem (Bray et al., 2000).

Caracteristicas que permitam a tolerdncia das plantas a solos
encharcados sdo mencionadas por diversos autores. A formagiio de aerénquimas
(He et al., 1994) e raizes adventicias superficiais (Kolb et al., 1998; Zeng et al.,
1999), hipertrofia de lenticelas (Kolb et al., 1998), sintese e ativagio de enzimas,
como desidrogenase alcodlica e sintase da sacarose (Andrews et al., 1994;
Guglielminetti et al., 1995; Ricard et al.; 1998), sdo alteragBes encontradas em
espécies que apresentam certa tolerdncia a hipoxia ou anoxia.

Visando a tolerdncia a periodos intermitentes de encharcamento do solo,
a Embrapa Milho e Sorgo langou o milho “Saracura” (BRS-4154) que, nessas
condigdes, obteve aumento em alguns pardmetros relacionados com a produgdo,
0s quais permitiram a sua selecdo (Parentonni et al., 1997). Souza et al. (2000),
ao estudarem os estdgios de desenvolvimento desse milho, verificaram que a
partir do estigio V6 (com seis folhas completamente expandidas) essa variedade
apresentava-se mais tolerante.

Desde 1997, o setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de
Lavras, em parceria com a Embrapa Milho e Sorgo, vem desenvolvendo

trabathos para caracterizar os mecanismos de tolerincia ao estresse dessa
variedade.



—~ A variedade de milho “Saracura™ mostrou-se superior na toleriincia ao
alagamento quando comparada com outra nio tolerante (BR-107) (Vitorino et
al, 2001). Assim, quando a ultima apresentava indices de sobrevivéncia
préximos a zero, a variedade “Saracura” ainda permanecia com 73%. Entretanto,
a partir do quarto dia de hipoxia, os mesmos autores observaram intensa lise
celular no mesocdtilo. Com o prolongamento do estresse, essa regidio tornava-se
transhicida e fldcida, resultando em uma forte constrigio responsivel pelo
tombamento ¢ morte da plantula. Tais caracteristicas foram mais precocemente
observadas na BR-107. Ao observarem um amolecimento da regiio do
mesocétilo em plantas de milho, Saab & Sachs (1996) sugeriram que a hipoxia
provoca desarranjos dos componentes da parede celular.

Paralelamente, foi constatada por Dantas et al. (2001), a'formagéio de
aerénquimas, do tipo lisigeno, em raizes e coledptilos do milho “Saracura”.
Essas estruturas, que permitem a difusdio do oxigénio da parte aérea para as
rafzes (Drew, 1997), tiveram aumento progressivo, resultante da alta atividade
das enzimas de degradacio e afrouxamento da parede celular, em resposta a
periodos crescentes de hipoxia. »

Com o objetivo de prolongar o periodo miximo de exposicdo de uma
cultura & deficiéncia de oxigénio, vérios métodos tém sido utilizados, como pré-
tratamentos hipoxicos antes do periodo de anoxia (Johnson et al., 1994),
aplicagdes exdgenas de hormbnios (Ellis et al., 1999), agicares (Perata et al.,
1997) e célcio (Subbaiah et al., 1994a; Vitorino et al., 2001). Os ultimos autores
verificaram que o fornecimento exégeno de célcio prolongou a sobrevivéncia
das duas variedades, tanto do milho “Saracura” quanto do BR-107. Neste caso, o
periodo de tolerfincia da variedade “Saracura” aumentou de dois para quatro
dias, sem prejuizo na taxa de sobrevivéncia. Concomitantemente, a formac#io de
aerénquimas reduziu em torno de 40% quando uma solugéio contendo célcio foi

aplicada no papel de germinagio e no tampdo de alagamento (Dantas et al.,



2001). Entretanto, ao verificar um aumento na atividade das enzimas
xyloglucana endotransglicosilase, celulase e poligalacturonase na presenca do
cdlcio, estes mesmos autores concluiram que o cilcio aumenta a tolerdncia de
plintulas de milho ao alagamento, atuando na integridade da parede celular,
dificultando o acesso das enzimas de degradacfio. O éélcio associado ao dcido
poligalacturonico forma os pectatos de célcio, que atuam como agentes
cimentantes entre as células, conferindo maior firmeza aos tecidos vegetais
(Conway et al., 1995).

A atuagdio do célcio na sobrevivéncia de plantulas de milho ao estresse
anaerdbico foi evidenciada por Subbaiah et al. (1994b), que também verificaram
que a mobilizagio desse elemento de reservatérios intracelulares até o
citoplasma induziu a sintese da desidrogenase alcodlica e sintase da sacarose.
Além disso, a aplicaglio de cilcio exégeno aumentou a vida de prateleira de
frutos, devido & maior estabilidade da parede celular (Lima, 1997; Souza, 1998).

O aumento na sobrevivéncia de plantulas do milho “Saracura” na
presenga do célcio, verificado por Vitorino et al. (2001), foi mais eficiente
quando esse elemento esteve também no alagamento. O alto indice de
sobrevivéncia na presenca do calcio, segundo Gouvéa (2001), se deve & inibigiio
do crescimento e & diminvigio do nimero de pléntulas com sintomas de
degradagiio de parede celular, exercidos pela alta prssﬁo osmética da solucdo
adicionada no papel de germinagfio ¢ no tampiio de alagamento. Dessa forma,
esse autor, além de reafirmar o papel do célcio como elemento estrutural,
mostrou a existéncia de uma osmorregulagio causada pelo componente
osmético da solugio de cloreto de célcio. Esses r&?lﬁdos foram confirmados
por Purcino (2001), ao estudar o efeito do célcio na germinagio e crescimento
inicial do milho “Saracura”. Ao verificar em que ponto esse elemento estaria
atuando, este autor constatou sua eficiéncia quando o cédlcio esteve presente
durante as 96 horas ou 24 ¢ 48 horas finais de germinagiio. Entretanto, a




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Para a realizagiio do presente trabalho, utilizaram-se plintulas de milho
da variedade “Saracura” (BRS-4154), Ciclo 14 (C14), desenvolvida pela
Embrapa Milho e Sorgo, visando & tolerincia de periodos intermitentes de
encharcamento do solo. As cariopses utilizadas foram gentilmente cedidas pela

Embrapa Milho e Sorgo.

3.2 Germinacfio e indugfio da hipoxia

Cariopses de milho foram envolvidas em papel de germinagéo embebido
em agua ou soluglio de cloreto de célicio (CaCly) a 0,75% (p/v), totalizando 25
cariopses por rolo. Os rolos permaneceram em cdmara de germina¢dio dmida
(modelo Mangelsdorss), a 25 1 2°C no escuro. O tempo de germinagdo foi
contado a partir do inicio da embebig#io. Sendo assim, a dissecacdo das plintulas
em parte aérea, raiz e endosperma para andlise da massa seca, foi realizada nas
plintulas a partir de dois dias, sendo repetida a cada 24 horas por um periodo de
sete dias.

Um lote de plintulas, apés dois e quatro dias de germinagio em papel
embebido em dgua ou em solugiio de CaCl, a 0,75% (p/v) era destinado &
dissecagdo, congelamento em nitrogénio liquido e armazenamento a —20°C, para
posteriores andlises bioquimicas. Ao mesmo tempo, outro lote dessas mesmas
plantulas era submetido ao alagamento. Este foi realizado em tubos de PVC de
75 mm de didmetro (quatro rolos por tubo) com 1,2 L do tampiio de alagamento
(Tris-hidroximetilaminometano 5 mM, pH 8 com 100 mg.L" de ampicilina)
sugerido por Saab & Sachs (1996) ou o mesmo tampdo acrescido de CaCl; a
0,75% (p/v). Para tornar o ambiente do tubo hipéxico (3% [v/v] O2 em N»), fez-
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se borbulhamento com nitrogénio gasoso por 3 minutos (1 L.min"). Os tubos
foram mantidos no escuro e, apos trés dias de estresse, um lote foi destinado a
analise de sobrevivéncia e outro a dissecagiio para andlises de massa seca e

bioquimicas.

3.3 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia das plantulas foi testada nos tratamentos alagados. Para
este fim, observou-se a presenga ou ndo do sintoma de lise celular na regido do
mesocotilo logo apds o alagamento e o enverdecimento das plantulas apds cinco
dias de cultivo em caixas com vermiculita em sala de crescimento (fotoperiodo
de 16 horas). Utilizaram-se trés repeti¢des de 50 plantulas para cada tratamento,
fazendo-se a contagem das plantulas sobreviventes e a dissecagdo para a

avaliagiio de massa seca de parte aérea, raiz e cariopse.

3.4 Analises bioquimicas

Carboidratos

Os carboidratos soliiveis foram extraidos pela homogeneizagdo de 1g de
massa fresca (parte aérea, raiz e endosperma) em 4 mL do seguinte tampdo:
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, PMSF 1 mM, DTT 1 mM, 4cido ascorbico
20 mM e NaCl 200 mM, seguido de centrifugagdo a 20.000 g por 20 minutos a
4°C e coleta do sobrenadante. O processo era realizado mais duas vezes e os
sobrenadantes combinados.

Para extragio do amido, o pellet foi ressuspendido com 8 mL do tampéo
acetato de potdssio 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. Apés centrifugagdo a 20.000 g por 20 minutos, o sobrenadante foi

coletado e o volume completado para 25 mL.



A partir de aliquotas do sobrenadante foram quamiﬁcados aglcares
redutores pelo método do DNS (Miller, 1959), aglicares soliveis totais e amido
pelo método da Antrona (Dische, 1962).

a-amilase

A extracio da a-amilase foi realizada conforme Skadsen (1993) com
algumas modificages. Um grama de massa fresca de endosperma foi
homogeneizado com 4 mL de tampéo acetato de sédio 200 mM (pH 5,5), 1 mM
de PMSF, 10 mM de CaCl,, 1 mM de DTT e 20 mM de dcido ascérbico,
seguido de centrifugagfo a 20.000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
submetido ao banho-maria a 70°C por 20 minutos, para a inativagio da f-
amilase e outras enzimas amiloliticas. Ap6s nova centrifugaglio, 200 puL do
sobrenadante foram adicionados em tampdo acetato de sédio 200 mM (pH 5,5),
2% de amido solivel ¢ S mM de CaCl, em um volume final de 1 mL. A
incubaglio ocorren em banho-matia a 30°C por 40 minutos. As reag3es foram
paralisadas pela submersdo em N, liquido. Reagdes a 0 minuto de incubagdo
foram determinadas para eliminar agicares redutores pré-existentes. Para a
quantificagiio utilizou-se o método do DNS para agiicares redutores (Miller,
1959). A atividade das enzimas era obtida apés 40 minutos de incubacfio e
abatimento dos valores do tempo zero.

Invertases

A extragio e incubagio das invertases soliveis foram realizadas
conforme descrito por Zeng et al. (1999) e da invertase dcida da parede celular
segundo Cazetta et al. (1999), com algumas modificagdes.

_ A invertase neutra do citosol e invertase 4cida do vaciiolo foram
extraidas pela homogeneizagfio de 1 g de massa fresca em 4 mL do tamp#o de
extragio 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 centrifugac#io a
20.000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para as anélises das
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invertases soliveis e o pellet ressuspendido e homogeneizado durante 7 minutos
com 4 mL de tampdo citrato 200 mM (pH 4,8), 1 mM de PMSF, 5 mM de
MeCl, 1 mM de DTT, 20 mM de dcido ascérbico e 1 M de NaCl para a
extracio da invertase dcida da parede celular, seguido de centrifugagiio a 20.000
g por 20 minutos a 4°C, coletando-se o sobrenadante para a anilise da enzima.

A atividade das enzimas foi realizada em tampéio fosfato de potdssio
100 mM (pH 7,5) para a invertase neutra do citosol e em tamp#io citrato de s6dio
200 mM (pH 4,8) para a invertase 4cida do vaciiolo e invertase dcida da parede
celular, acrescidos de 5 mM de MgCl; e 200 mM de sacarose, em um volume
final de 1 mL. A incubagfo foi realizada em banho-maria a 30°C por 40
minutos. A paralisagio e quantificacdio foram feitas da mesma forma que da a-
amilase. Entretanto, para a quantificagio no DNS, o pH das amostras foi
alterado. Devido a uma precipitag#io ocasionada, principalmente, pelo tampiio de
incubagdio 4cido, ao adicionar-se 0 DNS aplicou-se uma solugio de NaOH 1 M
nas amostras antes da quantificacéio. Para as amostras da invertase neutra do
citosol, em que o pH do tamp3o de incubag#o utilizado foi 7,5, utilizou-se uma
aliquota do NaOH 1 M de 150 pL, enquanto que para as invertases 4cidas a
aliquota foi de 300 pL, ambas alterando o pH para préximo de 12. O NaOH niio
interferiu nas leituras.

3.5 Anilises anatdmicas

Os estudos anatdmicos foram efetuados nas pléntulas com quatro dias de
germinagdo na presenga ou auséncia de cdlcio e em seus respectivos tratamentos
alagados, sendo, para isso, fixados e armazenados em élcool 70%. As secgbes
para a andlise microscopica foram feitas em micrétomo, de regides do
mesocétilo em torno de 0,5 cm acima do colo e;da parte superior da raiz
principal por volta de 0,5 cm abaixo do colo. Os cortes foram clarificados em

hipoclorito de sddio, sendo em seguida lavados por duas vezes em dgua
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destilada e corados com Safra-Blau (safranina:azul de astra, 3:7) (Bukatsh,
1972). Apés mais duas lavagens, a lamina foi preparada com agua glicerinada
(1:1, v/v) e vedada com bélsamo do Canada.

As fotomicrografias foram feitas com o auxilio de um fotomicroscépio
Olympus BX-60.
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4 RESULTADOS E DlscussIAo

4.1 Influéncia do cilcio na germinagiio e no particionamento de reservas em
plintulas de milho “Saracura”

A adigiio de célcio no papel de germinagfio reduziu drasticamente o
ganho de massa seca das plantulas (Figura 1). Diferencas no crescimento da
parte aérea foram pronunciadas a partir do terceiro dia de germinagdio
(Figura 1A), enquanto que, diferencas significativas no crescimento das raizes
passaram a ocorrer do segundo dia em diante (Figura 1B). Em ambos os casos,
observou-se que, a partir do quinto dia, o crescimento foi semelhante, mantendo
a diferenga adquirida anteriormente.

Ao estudar a influéncia da embebicio do papel de germinagio com
diferentes solug¢des salinas, Gouvéa (2001) verificou, para o milho “Saracura”,
uma redugfio no comprimento das raizes, apés o periodo de quatro dias de
germinagdio, quando esta ocorreu na presenca de CaCl, (0,0689 M) e de manitol
(0,1015 M). Esses resultados foram confirmados por Purcino (2001), que
observou uma redugéio no comprimento de raiz e coledptilo além da reduglio na
massa seca das plintulas de mitho, quando estas foram germinadas em meio
contendo CaCl, (0,75%, p/v). A reduglio no crescimento das pléntulas foi
atribuida & existéncia de uma osmorregulagdo ocasionada pelo componente
osmético da solugiio de CaCl, (Gouvéa, 2001) e & preservagiio das reservas na
cariopse quando germinadas na presengca do célcio (Purcino, 2001).

Esta tGitima autora, ao niio verificar diferencas significativas entre os
indices mitéticos de pléntulas germinadas ou ndo na presenga do célcio, atribuiu
a reducdio no crescimento a extensibilidade celular. Segundo Deuber (1992),

ambos os processos, redugdes na divisio ou na clongacio celular, podem ser
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FIGURA 4. Atividade total das invertases em parte aérea (A) e raiz (B) de
plintulas de milho “Saracura” ap6s dois ¢ quatro dias de
germinagio em papel embebido em agua (2- 4-) ou solugdio de
CaCl, a 0,75% (p/v) (2+; 4+). Invertase neutra do citosol ([J), invertase
acida do vactolo () e invertase 4cida da parede celular (). A barra indica o erro
padriio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

4.2 Efeito do cilcio na sobrevivéncia de plantulas de milho “Saracura”

submetidas ao estresse hipoxico

Na auséncia total de calcio a sobrevivéncia & hipoxia diminuiu
significativamente com o aumento da idade, caindo de 93% em plantulas de dois
dias para 53% em plantulas de quatro dias de germinagao (Figura 5A). Quando o
calcio esteve presente somente no tampdo de alagamento (Figura 5B) ou no
papel de germinacdo (Figura 5C), esta diferenca na sobrevivéncia diminuiu
acentuadamente, desaparecendo quando esse elemento esteve em ambas as
situagdes (Figura 5D). Ao comparar plantulas de quatro dias de germinacdo,
observou-se que houve um aumento gradativo na sobrevivéncia devido ao
contato com o calcio, sendo significativo quando sua presenga ocorreu

simultaneamente na germinagdo e no alagamento (Figura 5).
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Estes resultados reafirmam a influéncia do calcio na tolerancia a hipoxia
de plantulas de quatro dias, observada por Vitorino et al. (2001) e mostram pela
primeira vez, que plantulas de milho “Saracura” com dois dias de idade sdo
tolerantes a este tipo de estresse, independente da presenga do cilcio. A maior
tolerdncia em plantulas de milho mais jovens foi observada por VanToai et al.
(1995), ao verificar um declinio na sobrevivéncia de plantulas com trés dias ou
mais, apos 48 horas de anoxia. Ao mesmo tempo, Andrews et al. (1994)
constataram que a atividade da desidrogenase alcodlica em plantulas de milho
com até trés dias apos a embebicdo com agua foi fortemente induzida, ao passo
que plantulas com até cinco dias dependiam de um pré-tratamento hipoxico.
Para esses autores a manutengdo da atividade dessa enzima ¢é considerada

fundamental na sobrevivéncia a submersdo.
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FIGURA 5. Sobrevivéncia a hipoxia de plantulas de milho “Saracura” com dois
(2) e quatro (4) dias de germinag@o. A: germinagdo sem cilcio e
alagamento sem cilcio (G- A-); B: germinagiio sem cilcio e alagamento com cdlcio
(G- A+); C: germinaglo com cdlcio e alagamento sem cdlcio (G+ A-) e
D: germinagdio com cdlcio e alagamento com célcio (G+ A+). A barra indica o erro
padrdo da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Estudando o comportamento de plintulas de milho “Saracura” a hipoxia,
Vitorino et al. (2001) relacionaram a diminuigdo da sobrevivéncia ao
alagamento a intensa lise celular ocorrida na regido do mesocétilo, um pouco
acima do colo. Tal regido tornava-se translicida e flacida com o prolongamento
do estresse, formando uma forte constri¢do, responsavel pelo tombamento e
morte das plantulas. O amolecimento da regido do mesocdtilo, em plantas de
milho, foi observado anteriormente por Saab & Sachs (1996), que sugeriram que
a hipoxia provoca desarranjos dos componentes da parede celular. Entretanto, ao
analisar a influéncia do célcio, Vitorino et al. (2001) verificaram que a presenga
desse elemento na germinagdo promoveu um aumento na sobrevivéncia. Essa
acdio mais eficiente, quando esse fon esteve presente também no alagamento, a
exemplo do que aconteceu no atual trabalho.

Alto indice de sobrevivéncia na presenga do cdlcio também foi
observado por Gouvéa (2001), que atribuiu a inibigdo do crescimento ao baixo
potencial osmético da solugiio. Concomitantemente, o calcio presente no tampéao
de alagamento diminuiu o nimero de plantulas com sintomas de degradagdo de
parede celular pelo papel desempenhado na manutengio da estabilidade da
parede. Esses resultados sdo confirmados pelo presente trabalho, ao passo que os
sintomas de regido translicida e constrigio diminuiram ou desapareceram nas
plantulas com quatro dias, germinadas e/ou alagadas em presenga do célcio.

Entretanto, plantulas de dois dias “per si” ndo apresentaram esses sintomas.
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4.3 Influéncia do célcio no crescimento e no metabolismo de carboidratos
nas plantulas do milke “Saracura™ durante o periodo de estresse hipéxico e
na recuperaciio pés-hipoxia

A adigio de célcio no papel de germinag#io ;reduziu drasticamente o
ganho de massa seca das plintulas somente no quarto dia de germinaggo (Figura
6B e D). Ao serem submetidas a hipoxia, as plintulas aprsemaram decréscimos
na massa seca, tanto de parte aérea (Figura 6A ¢ 6B) quanto de raiz (Figura 6C e
6D), independente da idade ou da presenga do célcio. Essa perda provavelmente
indica uma utilizacdo de elementos estruturais na manutencdio da sobrevivéncia
durante o estresse. Em estudos com Sebastiana commersoniana, Kolb et al.
(1998) observaram valores inferiores de massa seca nas raizes e na parte aérea
das plantas alagadas, em relagiio &s plantas controle‘;;:; demonstrando que nfio
ocorreu desenvolvimento durante o alagamento. Algun!é autores relataram que
somente o arroz tem a capacidade de elongar o coledptilo em condicBes de
alagamento (Hanson & Jacobsen, 1984; Perata et al., 1992).
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FIGURA 6. Massa seca da parte aérea (A e B), raiz (C e D) e cariopse (E e F) de
plantulas de milho “Saracura” apés dois (A, C ¢ E) e quatro dias
(B, D e F) de germinagdo (O); trés dias de alagamento (B0) e cinco
dias de sobrevivéncia ( ). Germinagio sem cdlcio ¢ alagamento sem célcio
(G- A-); germinagiio sem cilcio e alagamento com cdlcio (G- A+); germinagiio com
cilcio e alagamento sem cilcio (G+ A-) e germinagio com célcio e alagamento
com cdlcio (G+ A+). A barra indica o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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Apés o alagamento, as plintulas foram submetidas a um periodo de
sobrevivéncia, caracterizado pela recuperagio do estresse. Quando analisadas
parte aérea e raiz de pléntulas de quatro dias de germinagiio (Figuras 6B e 6D),
observou-se que o peso de massa seca no final do perfodo de sobrevivéncia foi
pouco superior ou semelhante aquele observado em pléntulas de dois dias
(Figuras 6A e 6C), apesar de essas ultimas terem saido do periodo de estresse
muito menores. O célcio ndio afetou o acimulo de massa seca pds-hipoxia na
parte aérea de plantulas com dois dias de germina¢fio submetidas ao alagamento
(Figura 6A). Entretanto, quando comparada & presenga do célcio em pléntulas de
quatro dias de germinag#io e trés dias de alagamento (Figura 6B), observou-se,
no perfodo de sobrevivéncia, um aumento médio em massa seca de 87% na
auséncia total do cdlcio (G- A-) ou quando o cilcio esteve presente somente no
alagamento (G- A+). Porém, quando o cédlcio foi fornecido apenas na
germinaglio (G+ A-), ou em ambas as situagdes (G+ A+), esse aumento foi de
288%. Nas rafzes dessas pléntulas, a presenca do cilcio promoveu um aumento
gradativo no aciimulo de massa seca durante a sobrevivéncia (Figura 6D).

Pode ser observado, na auséncia total do célcio (G- A-) e quando este
esteve somente no alagamento (G- A+), praticamente apenas a recuperacéio da
massa seca perdida no periodo de estresse, sendo um pouco maior no segundo
caso. Entretanto, quando somente a germinagfio ocorreu na presenga do célcio
(G+ A-), houve um aumento de 70% na massa seca de raiz no periodo de
sobrevivéncia. Enquanto que, quando o cdlcio esteve presente em ambas as
situagdes (G+ A+), esse aumento foi de 112%. Ao mesmo tempo, pode ser
observado que a presenga do cilcio no tampdo de alagamento (G- A+; G+ A+)
promoveu maijor acimulo de massa seca nas raizes durante a sobrevivéncia
quando relacionada aos seus respectivos tratamentos alagados sem cdlcio (G-
A-; G+ A-) (Figura 6C e 6D). |
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O maior acimulo de massa seca pode ser resultado do aparecimento do
maior nimero de raizes adventicias, observado durante o experimento, cuja
formagdo pode estar relacionada a presenga do cdicio no alagamento. De
maneira geral, observa-se que, para diversas culturas, o célcio induz a formagdo
desse tipo de raizes quando comparadas com aquelas crescidas em solos
deficientes nesse elemento (Marschner, 1986). Esses resultados mostram que a
presenga do célcio em plantulas de quatro dias, principalmente no periodo de
germinagiio, promove uma recuperacio mais rdpida dos danos causados mo
periodo de estresse hipoxico, permitindo maior utilizacdo de compostos
carbonados no crescimento da plintula. A rdpida recuperagfio e posterior
crescimento ocorrem em pléintulas de dois dias de germinagdo, independente da
presenga do célcio.

A massa seca de cariopse apés a germinagdo, aps o alagamento e apés a
sobrevivéncia, mostrou-se maior nos tratamentos de dois (Figura 6E) que nos de
quatro dias (Figura 6F) de germinagfio. Entretanto, a degradagfio das reservas do
endosperma durante o periodo de alagamento, de plintulas de quatro dias de
germinagio, foi muito maior que naquelas de dois dias, independentemente da
presenga do célcio. Sendo assim, a atuaglio benéfica do célcio, mais uma vez,
parece estar relacionada ao efeito estrutural.

Ao final do perfodo de alagamento, os teores de amido nos endospermas
de cariopses germinadas durante dois (Figura 7A) ou quatro dias (Figura 7B)
foram semelhantes entre si, independente da presenga do cilcio. Plintulas de
dois dias de germinagdio utilizaram com maior intensidade as reservas de amido
que plantulas de quatro dias. Conseqilentemente, a maior redugfio da massa seca
de cariopses de plantulas de quatro dias (Figura 6F) indica a utilizagio de outras
reservas na manuten¢dio da plintula durante o estresse, como, por exemplo,
lipideos.
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FIGURA 7. Teor de amido (A e B) e atividade da a-amilase (C e D) em
endospermas de cariopses de milho “Saracura” ap6s dois (A e C) e
quatro dias (B ¢ D) de germinagdo (O ) e trés dias de alagamento
(H). Germinagdo sem cdlcio ¢ alagamento sem célcio (G- A-); germinagdo sem
cilcio ¢ alagamento com cdlcio (G- A+); germinaglio com cilcio e alagamento
sem cdlcio (G+ A-) e germinagdio com cdlcio e alagamento com cdlcio (G+ A+).
A barra indica o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Apesar dos endospermas apresentarem teores semelhantes de amido apds
o alagamento, a atividade da a-amilase nesse tecido, que ja era superior apds os
quatro dias de germinagdo, assim permaneceu durante o estresse (Figura 7C e
7D). Entretanto, em endospermas de sementes que germinaram na presenca do
calcio, o alagamento reduziu a atividade dessa enzima. Em endospermas de

arroz, resultados semelhantes foram observados por Guglielminetti et al. (1995).
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Segundo esses autores, sob anoxia, a atividade da a-amilase apresentou-se
menor do que em condig3es aerGbicas. A redugéo nos teores de amido observada
ap6s o alagamento nos endospermas de sementes de dois dias de germinacio,
relacionada a baixa atividade da a-amilase, pode ser devido & atividade de outras
enzimas amiloliticas pré-existentes como a p-amilase e/ou fosforilase do amido.
Essa baixa atividade pode estar relacionada & inibigdio da sintese de a-amilase
durante o estresse (Perata et al., 1993), em trigo e cevada, sob condigbes de
anoxia. Ao mesmo tempo, Todaka et al. (2000) observaram que a B-amilase foi a
principal responsivel pela degradagio de amido em cotilédones de pepino sob
estresse hidrico. Esse aumento na atividade foi dependente da sintese “de novo™
de proteinas. '

Ao final do periodo de estresse, os teores de carboidratos soliveis foram
menores ou iguais aos do final da germinago (Figuras 8, 9 e 10). Redugdes nos
niveis de frutose e sacarose em 4pices de raizes de milho durante o periodo de
anoxia foram observadas por Ricard et al. (1998). Apesar de ndo haver
diferencas entre os teores de amido, os teores de agicares soliveis totais, ao
final do periodo de estresse, foram maiores nos endospermas de cariopses de
quatro dias de germinagio quando comparados aos teores naqueles de dois dias
(Figuras 8A e 8B). Ao mesmo tempo, o cdlcio nfio exerceu influéncia nos
aglicares soliiveis totais nem nos agtcares redutores (Figura 8). Entretanto, estes
nltimos ndo variaram em fungdio da idade (Figura 8C e 8D). Comparando esses
resultados com os teores de amido, pode-se sugerir que, durante o alagamento,
pléntulas de dois dias estio translocando maior quantidade de reservas de
carboidratos que pléntulas de quatro dias. Desse modo, o fator de tolerdncia
existente em plantulas de dois dias pode estar relacionado ao transporte de
compostos carbonados, provindos, principalmente do amido, do endosperma
para a plantula.
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FIGURA 8. Teor de agticares soluveis totais (A e B) e teor de aglicares redutores
(C e D) em endospermas de plantulas de milho “Saracura” apos dois
(A e C) e quatro dias (B e D) de germinagdo (O) e trés dias de
alagamento (H). Germinagio sem cilcio e alagamento sem cilcio (G- A-);
germinagfio sem calcio e alagamento com célcio (G- A+); germinagfio com célcio ¢
alagamento sem célcio (G+ A-) e germinagio com cdlcio e alagamento com calcio
(G+ A+). A barra indica o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Na parte aérea, os teores de agucares soliveis totais e de aglicares
redutores, apos o periodo de estresse, foram maiores nas plantulas de quatro dias
de germinagdo (Figura 9). A presengca do cdlcio praticamente niio teve
influéncia. Por outro lado, nas raizes, ndo houve diferenga nos teores desses
carboidratos entre dois e quatro dias (Figuras 10). Entretanto, a aplicagdo de

cdlcio durante os quatro dias de germinagdio e o alagamento na presenga deste
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elemento (G+ A+) sobressaiu-se em relagio aos demais, apresentando um teor
de aglcares solaveis totais significativamente superior. Estes resultados indicam
que, se em plintulas de dois dias de germinagdio estd havendo maior
translocagdio de reservas do endosperma para a pléntula e ndo estid ocorrendo
acimulo de agflicares na parte aérea e raiz, essas pléntulas, além de apresentarem
mecanismos de transporte mais eficientes, conseguem utilizar melhor as reservas
para a sua manutengdio durante a hipoxia. Sendo assim, ao safrem do periodo de
estresse, recuperam-se mais rapidamente. Entretanto, apesar de aumentar a
toleréincia & hipoxia de plintulas de quatro dias de germinag#o, o célcio ndo esta
atuando no metabolismo ou transporte de carboidratos. O aperfeicoamento na
toleréincia de plantulas de dois dias, apés a adigfio de glicose, foi observado por
VanToai et al. (1995), que sugeriram que tais resultados podem ser interpretados
como uma indicagdo da operagio de mecanismos que permitam a utilizagdo de

glicose sob condigdes andxicas.
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FIGURA 9. Teor de agucares soliveis totais (A e B) e agucares redutores

(C e D) em parte aérea de plantulas de milho “Saracura” apés dois
(A e C) e quatro dias (B e D) de germinag@o (O) e trés dias de
alagamento (H). Germinagio sem cilcio e alagamento sem cilcio (G- A-);
germinagdo sem cilcio e alagamento com cdlcio (G- A+); germinagiio com cdlcio
e alagamento sem cilcio (G+ A-) e germinagio com célcio e alagamento com
cdlcio (G+ A+). A barra indica o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

31



Dois dias de germinagiio

Quatro dias de germinagio

110
= A B
£ 85
0
e 66 1
=4
e
B a4
<
k4]
i ﬂ-ﬂﬁ D.-
=1
i
0 A 109! ]
G- A- G- A+ G+ A G+ As G- A- G- A+ G+ A- G+ A+
Tratamentos
110
- c D
g
, B8
e 66 1 i
CAETR )
5 : 5
v .
é 22 i
E—-
0 4
G- A- G- A+ G+A- G+A+ G A- G A+ G+A- G+A+
Tratamentos

FIGURA 10. Teor de agucares soliiveis totais (A e B) e aglcares redutores
(C e D) em raiz de plantulas de milho “Saracura” apés dois (A e C)
e quatro dias (B e D) de germinagdo (O) e trés dias de alagamento
(®). Germinagio sem célcio e alagamento sem célcio (G- A-); germinagio sem
cilcio ¢ alagamento com cdlcio (G- A+); germinaglio com cilcio e alagamento
sem cilcio (G+ A-) e germinagio com célcio e alagamento com célcio (G+ A+).

A barra indica o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Assim como os teores de carboidratos soliveis diminuiram durante o
alagamento, a atividade total das invertases sofreu uma redugéo brusca ao final
do estresse (Figura 11 e 12), independente da presenga do cdlcio. Em plantulas
de dois dias de germinagdo, essa redugdio chegou a 66% na parte aérea (Figura
11A) e 86% na raiz (Figura 12A) e em plantulas de quatro dias de germinagdo

essas reducdes chegaram a 92% na parte aérea (Figura 11B) e 91% na raiz
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(Figura 12B). Ao aplicar um pré-tratamento hipoxico em plantulas de milho,
Ricard et al. (1998) observaram uma reducio na atiﬁdade da invertase ¢ um
aumento nas atividades da sintase da sacarose e da hexocinase. Considerando,
nas plintulas em estudo, o descarregamento do ﬂoemai de forma simpléstica, os
mesmos autores sugeriram que, se o descarregamento fosse no apoplasto, a
invertase 4cida da parede celular hidrolisaria a sacarose, permitindo a
importagdo de hexoses para dentro das raizes. Sendo assim, o pré-tratamento
hipéxico em duplo-mutantes, que ndo expressam a sintase da sacarose, teria sido
eficiente na tolerdncia a anoxia. Esses resultados indicam que, sob hipoxia ou
anoxia, a atividade das invertases néio esti relacionada <om a toleréincia ao
estresse.

Dentre as trés invertases, a mais afetada pelo estresse foi a invertase
dcida do vaciolo, chegando a sofrer uma redugio em torno de 90% em sua
atividade durante o alagamento (Figuras 11 e 12). Por'ém, em pléntulas de dois
dias de germinagiio (Figuras 11A e 12A), observou-se, principalmente em parte
aérea, que, apds a hipoxia, a reducfio das invertases neutra do citosol e 4cida da
parede celular ndo foi tio expressiva quanto em plintulas de quatro dias de
germinagdo (Figuras 11B e 12B). Sendo assim, tais enzimas poderiam estar
relacionadas & tolerdncia a hipoxia em plantulas de dois dias.

Quanto ao célcio no periodo de alagamento, os resultados demonstram
que ele ndo teve influéncia significativa na atividade total das invertases, o que
poderia comprovar a sua niio participagiio nos processos comandados por essas

enzimas, relacionados com o mecanismo de tolerdncia em pléntulas mais velhas.
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FIGURA 11.
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Atividade total das invertases em parte aérea de plantulas de milho
“Saracura” ap6s dois (A) e quatro dias (B) de germinagdo (bordas
pontilhadas) e trés dias de alagamento (bordas continuas). Dois ¢
quatro dias de germinagiio em papel embebido em dgua (2-; 4-) ou em solugdio de
CaCl; a 0,75% (p/v) (2+; 4+); germinagdo sem cdlcio ¢ alagamento sem clcio
(G- A-); germinagdio sem cdlcio e alagamento com cilcio (G- A+); germinagdo
com cilcio ¢ alagamento sem célcio (G+ A-) e germinagiio com célcio €
alagamento com cilcio (G+ A+). Invertase neutra do citosol (), invertase acida
do vaciiolo () ¢ inverlase 4cida da parede celular (). A barra indica o erro
padriio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 12. Atividade total das invertases em raiz de plantulas de milho
“Saracura” apos dois (A) e quatro dias (B) de germinagéio (bordas
pontilhadas) e trés dias de alagamento (bordas continuas). Dois e
quatro dias de germinagdo em papel embebido em dgua (2-; 4-) ou em solugdo de
CaCl, a 0,75% (p/v) (2+; 4+); germinagiio sem cdlcio ¢ alagamento sem cilcio
(G- A-); germinagiio sem cilcio e alagamento com célcio (G- A+); germinagdo
com cdlcio e alagamento sem cdlcio (G+ A-) ¢ germinagdo com cilcio e
alagamento com cdlcio (G+ A+). Invertase neutra do citosol ([J), invertase acida
do vactolo () e invertase dcida da parede celular (H). A barra indica o erro
padréio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003,

Ao analisar plantulas de milho de cinco a sete dias de germinagdo,
submetidas a tratamentos com baixo teor de oxigénio, Zeng et al. (1999)
observaram uma diminui¢iio brusca na atividade da invertase dcida do vaciolo

nas primeiras horas de anoxia ou hipoxia, estabilizando em seguida para niveis
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mais baixos que sob condigdes aerébicas. O mesmo comportamento foi
apresentado pela sintase da sacarose, porém apés um ripido declinio, essa
enzima recuperou sua atividade alcangando niveis proximos.ou superiores aos
encontrados em aerobiose. Segundo esses autores, a diminuicio na atividade da
sintase da sacarose pode contribuir no ajustamento das plintulas as condigdes de
baixo oxigénio. Esses resultados confirmam a importincia da sintase da sacarose
durante a hipoxia de plintulas de milho relatada por Ricard et al. (1998). Ao
mesmo tempo, Guglielminetti et al. (1995) observaram que a razdo de atividade
entre a sintase da sacarose € a invertase neutra do citosol, em coledptilos de
arroz de oito dias de idade, foi de 5:1 sob condigBes aerébicas e 30:1 sob anoxia.
Isso indica qu'e, em ambas as condi¢des, as duas enzimas estfio atuando, porém,
sob anoxia a sintase da sacarose tem maior fungo no compartimento citosélico.
Em milho, a preferéncia pela via da sintase da sacarose foi confirmada pelos
menores indices na atividgde da invertase écida do vaciiolo (Zeng et al., 1999).
Nesse trabalho, o gendtipo que apresentou 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.

4.4 Influéncia do célcio na morfologia ¢ apatomia das plintulas de milho

“Saracura”

Durante o alagamento, observou-se que a raiz primiria de pléntulas que
foram germinadas e alagadas na presenca do célcio sofreu morte parcial. Em
fungdo disso, apds o periodo de sobrevivéncia pés-hipoxia, essas plintulas
apresentaram-s¢ com um maior nimero de raizes adventicias (Figura 13). Ao
analisar a parte aérea, verificou-se, nessas plintulas, um maior vigor e um réapido

enverdecimento e distensio das folhas. Essas caracteristicas permitem concluir
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que este—elemento--favorece-- a--um - pronto restabelecimento e posterior
crescimento da pléntula que sofren deficiéncia de oxigénio.

(O restabelecimento das plantulas ‘de milho que- apresentaram o maior
indice de sobrevivéncia foi associado & iniciagio de novas raizes adventicias
(Zeng et al., 1999), sugerindo, a exempio deste trabalho, maiores semibilidades
dos épﬂm das raizes primérias s baixas pressdes de oxigénio. O maior ilﬁmero
de raiz‘és secunddrias em milho (Rxcard et al,, 1998), raizes adventiétas em
Sebastxgna commersoniana (espécie arbérea) (Kolb et al., 1998) ¢ em gramineas
forragetras (Baruch & Mérida, 1995) eo d&senvolv:mento de um sistema de
raizes laterais em plantas do género Trifolium (Glbberd et al, 2001),
contribufram para uma maior tolerdncia ao alagamegto Ao mesmo tempo, o
crescimento da raiz principal foi lmbldo em Trifolium (Gibberd et al., 2001) ea
morte do apice da raiz em milho foi mdlcada pelo contbﬁdo de ATP, enquanto o
resto da plintula ainda permanecia vivo (\{aPToal etal, }'1?95) |
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FIGURA 14.

Fotomicrografias de raizes (A e B) ¢ parte aérea (C e D) de
plantulas de milho “Saracura” apos quatro dias de germinagdo em
papel embebido em agua (A e C) ou em solugdo de CaCl;
a 0,75% (p/v). Ep, epiderme; Ex, exoderme; CIL cortex interno;
En, endoderme; Pc, periciclo; Px, protoxilema; Mx, metaxilema; m, medula.
A barra corresponde a 200 pm. UFLA, Lavras, MG, 2003.

FIGURA 15.

Fotomicrografias de raizes de plantulas de milho “Saracura”.
A: germinado ¢ alagado sem cilcio (G- A-); B: germinado sem cilcio e alagado
com cdlcio (G- A+); C: germinado com célcio ¢ alagado sem calcio (G+ A-);
D: germinado ¢ alagado com calcio (G+ A+). SV, sistema vascular. A barra
corresponde a 200 pm. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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5 CONCLUSOES

No periodo de germinagdo, o célcio aumentou a degradagdo e
translocagdo de reservas provenientes do amido em plantulas de quatro dias de
germinagdo. Porém, a sua utilizagdo foi reduzida na plantula, provocando o
menor crescimento.

A atividade total das invertases aumentou na parte aérea e diminuiu na
raiz, com o progresso da germinagio. No periodo de alagamento, a atividade
dessas enzimas sofreu redugio brusca, independente da idade ou da presenga do
calcio, comprovando a ndo participagio desse elemento na atuacdo dessas
enzimas. A invertase acida do vactolo foi a mais afetada.

Na auséncia total do cdlcio, a sobrevivéncia das plantulas reduziu
significativamente com o aumento da idade.

Plantulas de dois dias de germinagdo sdo tolerantes ao déficit de
oxigénio, independente da presenga do célcio. Este fator de tolerincia nessas
plantulas pode estar relacionado ao transporte a partir do endosperma de
compostos carbonados, provindos, principalmente, do amido. Ao mesmo tempo,
utilizam melhor essas reservas para a sua manutengiio durante a hipoxia.

O cilcio teve influéncia no aumento da tolerancia @ hipoxia somente em
plantulas de quatro dias de germinagiio, ocorrendo um aumento gradasivgo na
sobrevivéncia de acordo com a exposi¢do da plantula a esse elemento.

O cilcio favorece um pronto restabelecimento e posterior crescimento da
pléntula que sofreu déficit de oxigénio, porém, niio esta atuando no metabolismo
ou transporte de carboidratos em plantulas de quatro dias durante o alagamento.

O alagamento reduziu a atividade da a-amilase, independente da idade, o

que indica a atuagdo de outras enzimas amiloliticas em plintulas de dois dias.
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O célcio promoveu a formagéio de maior niimero de rafzes adventicias.
Este fator pode estar relacionado & maior tolerdncia em plantulas de quatro dias,
ocasionada pela presenca desse elemento.

O menor espessamento das células das raizes, na presenga do cilcio,

comprova a atuagdo desse elemento no atraso do desenvolvimento das plintulas.
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