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RESUMO

PURCINO. Rubia Padilha. Efeito fisiologico do cilcio na germinacio e
crescimento inicial de plantulas de milho BR- 154 “Saracura” e sua relacio
com o aumento da toleridncia ao alagamento. UFLA, 2001. 40p. (Dissertagdo-
Mestrado em Agronomia - Fisiologia Vegetal)'

Recentes estudos tém demonstrado que plintulas de milho submetidas a
germinagio e desenvolvimento inicial em solugdo de clorcto de calcio,
apresentam maior sobrevivéncia quando em condigdes de anoxia. Dessa forma o
presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito fisiologico promovido por
este sal durante a germinagdio ¢ desenvolvimento inicial das plantulas de milho
da variedade BR-154 “Saracura™ bem como sua relagdo com o aumento da
sobrevivéncia dessas em condigdes de alagamento. Para tanto em um primeiro
experimento cariopses foram colocadas para germinar em papel de “germitest™
embebido em agua e em solugio de cloreto de cilcio 0,75% (p/v) permanecendo
em condigdes de auséncia de luz ¢ temperatura de 26° C por um total de 96
horas. A cada 24 horas foram retirados lotes para avaliagdo do desenvolvimento
das plantulas, perda de matéria seca nas cariopses ¢ alteragoes bioquimicas. As
plantulas oriundas de germinagdo em solugiio de cloreto de célcio apresentaram
marcante redugdo tanto no comprimento de raizes como no comprimento dos
coleodptiles. Verificou-se também que nessas condigdes houve um ajustamento
osmotico nas plantulas, ocasionado pelo aumento na concentragdo de
aminoacidos, principalmente, prolina. A atividade da enzima o-amilase
aumentou ao longo de 96 horas apos inicio da embebigdo nio sendo afetada pelo
cloreto de calcio. Em um segundo experimento as cariopses ¢ plantulas foram
submetidas a diferentes tempos de exposigdo ao cloreto de calcio por um total de
96 horas. tendo como controle cariopses ¢ plantulas provindas somente de
germinagdo em dgua ¢ em solugdo de cloreto de calcio respectivamente. Apos
esse periodo um' lote foi reservado para a avaliagdo da matéria seca ¢ analises
bioquimicas enquanto o outro foi destinado a avaliagdo da sobrevivéncia em
condi¢des de anoxia. Observou-se um maior efeito do calcio na redugdo no
crescimento nas 48horas finais de germinagdo, constatado pela menor matéria
seca das plantulas, quando comparadas com aquelas que ndo mantiveram
contato com o sal nesse mesmo periodo. A redugdo do crescimento apresenta
uma relagdo positiva com o aumento da tolerancia a anoxia, pelo fato das
reservas ficarem preservadas na cariopse durante o desenvolvimento inicial e
quando as plantulas sio submetidas ao alagamento essas sdio alocadas ¢
utilizadas para manutengdo do metabolismo nessas condigdes.

! Orientador: José Donizeti Alves
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in carvopsis during the initial growth and when the plantled were submitied to
flooding. these were allocated and used to maintain the metabolism in this
condition.

Adviser: José Donizeti Alves




ABSTRACT

| PURCINO, Rubia Padilha. Calcium physiological effect in germmat:on,
. initial growth, and its relation to flooding tolerance increase in maize
plantlets variety BRS- '4154 Saracura. Lavras UFLA, 2001 40p.(Dissertation
- Master in Agronomy — Plant Physiology)’
|

Recent studies have shown that maize plantlets submitied to germination and
initial growth in calcium chloride solution, showed higher survival when in
hypoxia conditions . So this paper aims to verify the physiological effect
promoted by this salt during gemmination and initial growth of maize plantlets
BRS 4154 Saracura as well as its relation with water and) calcium chloride
solution 0,75%(v/v) staying in this condition without light and temperature at
26° during 96hours. For each 24 hours interval sample were talsen for plantlets
from germination in calcium chloride showed and abrupt reductlon in root and
coledptiles length. It was verified in this condition an osmatic adjustment in
plantlets, caused by the increase in aminoacid concentration, m inly proline. The
o - amilase activity increase during 96 hours after the embebmqn beginning, and
it was not affected by calcium chloride. In another experiment the caryopses and
plantlet were submitted to difference exposure time to calcium chloride during
96 hours, and the controls caryopses and seedling were germmated in water and
rept in calcium chloride solution respectively. After this time, parl of the sample
were used for dry we:ght evolution and biochemical analysis and the other part
used for survival in hypoxia conditions. It was possible to observe a higher
calcium affect in growth reduction in the final 48 hours germ' ation, confirmed
by plantlet dry weight when compared with that ones no rept m‘ contact with the
salt in the same period. The growth reduction shows a positive relation with the
increase in hypoxia tolerance, based in the fact that the reserves were preserved
in caryopsis during the initial growth and when the plantled were submitted to
flooding, these were allocated and used to maintain the metabohsm in this

}condmon
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1 INTRODUCAO y

J
As condi¢des de hipoxia e anoxia originadas no tlnmbieme radicular,
devido a baixa difusdo do oxigénio, em solos alagados, séo ‘consideradas como

causas determinantes da reduggo na produtividade das mais \i‘ariadas espécies de

plantas. 1

Ao longo do processo de evolugdo, algumas espécie% tém desenvolvido
mecanismos de adaptagdo, os quais as tornam tolemnies, permitindo a
sobrevivéncia em ambientes de baixa pressdo de oxigénio, por periodos nao
muito prolongados. Entre as plantas cultivadas, o milho é clasfsiﬁcado cOmo uma
das mais sensiveis 3 condigdo de anoxia, de forma que, e'm dreas sujeitas a
periodos tempordrios de inundagdo, o cultivo desse cereal é tringido.

No Brasil, o Centro Nacional de Pesquisa de Mllho e Sorgo da
EMBRAPA(CNPMS) langou no mercado em 1997, a andwe BR-154,
comumente conhecida como “Saracura”, que possui . como principal
caracteristica, tolerfincia a periodos intermitentes de encharcafnento do solo. Em
parceria com o CNPMS, o setor de Fisiologia Vegetal da Umversxdade Federal

mecanismos envolvidos com a tolerincia ao déficit de oxigéni  dessa variedade.

de Lavras, vem desenvolvendo trabalhos com o objetivo ze caracterizar os

Os resultados divulgados até o presente momento mostraram que em
relagdo a variedade BR-107, a BR-154 “Saracura” apr&sehtou-se altamente
tolerante, quando submetida a condigdes experimenthis de hipoxia,
comprovando o desempenho no campo, durante o© prooesso de seu
melhoramento genético. Apés 4 dias de hipoxia, a BR-107 mostrou sua
sensibilidade & deficiéncia de oxigénio no meio, apr&s‘Fntando taxa de
sobrevivéncia proxima de zero. Nesse mesmo periodo, a sobrevivéncia do BR-

154 “Saracura” foi de 75% (Vitorino, 1999). |

\
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Essas pesquisas mostraram, também que o fornecimento exégeno do
célcio, durante o periodo de germinag#o, prolongou a sobrevivéncia de ambas as
variedades durante o alagamento, retardando a degradacéio da parede celular.
Esta foi apontada como sendo a causa priméria da degenerescéncia das pléntulas
a periodos prolongados do estresse (Vitorino, 1999; Dantas, 1999). Ficou
constatada, nestes trabalhos, a necessidade de pesquisas futuras envolvendo o
célcio como elemento estrutural importante na tolerincia ao alagamento.

Posteriormente, foi verificado que as pléntulas oriundas de germinagfio
em papel ‘germitest’, embebido em solugio de cloreto de cdicio, tém o
crescimento reduzido de forma marcante, quando comparadas &aquelas
germinadas somente em dgua (Gouvéa, 2001). A adigiio de cloreto de célcio leva
a uma redugdo no potencial hidrico do meio, devido ao aumento do componente
osmotico, o que atua diretamente nos diversos processos bioquimicos e
fisiolégicos relacionados com o processo germinativo.

Pelo exposto, objetiva-se no presente trabalho, verificar o efeito do
cilcio na germinagio e no crescimento inicial das plantulas de milho da
variedade BR-154 “Saracura”, tentando relacionar esses fatores com o aumento
da sobrevivéncia durante a condig#o de hipoxia.



2 REFERENCIAL TEORICO

Solos que possuem altos niveis de compactagiio, dr'Fnagem deficiente,
sujeitos a alto regime pluvial e sistemas de irrigagdo inadequados, apresentam
problemas de aeragdo, que resultam em condigdes de hipoxia ou anoxia no
ambiente radicular, caracterizadas pela baixa presséio ou auééncia de oxigénio,
respectivamente. Plantas que se desenvolvem nessas ‘, ndigdes tém o
crescimento vegetativo e reprodutivo reduzidos signiﬁcativa\mente (Moraes et
al., 2001; Koslowski e Pallardy, 1984), de forma que a permanéncia prolongada,
sob deficiéncia de oxigénio pode levé-las 3 morte. Em ibaixa pressdio de
oxigénio, a expressdo génica é alterada (Chang et al, 20d0), ¢ os produtos
desses genes induzem mudangas metabélicas e/ou morfologicas que permitem a
sobrevivéncia das plantas, por periodos de tempo néo njuito prolongados
(Armstrong et al., 1994; Alves et al., 2000). *

O metabolismo celular em situagdes de déficit de oii'génio ¢ desviado
para a via anaerbica, a qual apresenta inconvenientesh como o menor
rendimento de energia, pela reduzida quantidade de ATP produzidos
(Vartapetian e Jackson, 1997) e a geragiio de produtos f ais considerados
téxicos para a célula como, por exemplo, etanol ¢ acetalqleido (Gancedo e
Serrano, 1989). A leve acidificagiio do citoplasma, em decorr@ncia da presenga
do lactato (Davis et al, 1974), e elevada extrusio de H’, devido ao
funcionamento precério das ATPases-transportadoras do tonopF‘Sto (Saint-ges et
al., 1991), tém sido apontadas como causas determinantes da morte celular sob
anoxia (Drew, 1997). ;

De maneira geral, plantas tolerantes a essas condigbes de estresses,
possuem considerdveis reservas acompanhadas de efi clente utilizaglio de

carboidratos (efeito Pasteur) e continua reoxidagiio do NADH, de forma que seja



mantida uma produgdio de ATP satisfatéria, capaz de garantir a funcionalidade
das ATPases ¢ a manutengio do pH préximo a normalidade (Hanhijarvi e
Fagerstedt, 1994; Albrecht et al., 1997; Alves, 2000; Summres et al., 2000).

Entre os cereais cultivados, o milho tem sido considerado como uma
cultura sensivel a hipoxia ou anoxia, pelo fato de ndo apresentar mecanismos de
tolerdincia & essas condi¢des, o que tona o seu cultivo inadequado, em regides
que apresentem excesso tempordrio de dgua no solo. O Centro Nacional de
Pesquisa de milho e Sorgo, h4 quinze anos vem selecionando a variedade BR-
154 “Saracura”, langada no mercado em 1997, a qual possui como principal
caracteristica, a tolerdncia a pericdos intermitentes de encharcamento do solo
(Parentoni et al., 1996). Apesar de considerada tolerante, nenhum mecanismo
relacionado a essa tolerfincia foi estudado até o ano de 1999, quando em parceria
com a EMBRAPA (CNPMS), um grupo do Setor de Fisiologia Vegetal da
UFLA comegou a desenvolver pesquisas com o objetivo de melhor caracterizar
a tolerincia a condigdes de déficit de oxigénio apresentada por essa variedade.

O trabalho pioneiro foi desenvolvido por Vitorino (1999), onde foi
verificado que pléntulas de milho “Saracura®, quando submetidas a condigdes
experimentais de anoxia por periodos de 1, 2, e 3 dias, apresentaram indices
percentuais de sobrevivéncia de 15, 43 e 42%, respectivamente, resultados
superiores & variedade BR-107, classificada como sensivel a essa condigéo.
Constatou-se, também, que as plintulas consideradas como ndo vidveis
apresentam no mesocdtilo uma regifio translicida, caracteristica de sintoma de
lise celular, a qual evolui para uma constriglio com o prolongamento do periodo
de anoxia, levando-as & morte. Paralelamente, Dantas (1999) realizando
pesquisas para investigar a formagdo da principal adaptagdo anatdmica a
condigdio de déficit de oxigénio, os aerénquimas, constatou que a variedade BR-
154 “Saracura”, ap6s 12 horas de hipoxia apresentou cerca de 12% da drea do
cdrtex das raizes ocupada por esses espagos intercelulares, os quais chegaram,



ap6s quatro dias, a preencher cerca de 50% dessa 4rea. Nesse mesmo periodo,
nos coledptiles, esses espagos apresentaram-se de forma significativa ocupando
15% da éarea.

Vitorino (1999) e Dantas (1999), adicionando cloretq“ de célcio ao papel
de germinagdo e no tampéo de alagamento, mostraram que a sobrevivéncia das
plantulas, tanto da variedade BR-154 “Saracura” como ! BR-107, sofre
considerdveis aumentos, quando submetidas as condi¢Ses|de hipoxia. Esse
aumento na sobrevivéncia foi atribuido pelos autores & pFesenga do célcio
atuando como elemento estrutural, conferindo maior resisténcia a parede celular.

A fungéio do célcio como elemento estrutural, participando de ligagGes
covalentes entre os grupos carboxflicos dos 4cidos poligalactt:ﬂnicos (Damarty
" et al,, 1984; Grant et al., 1973), constituintes da parede celular, tém sido objeto
de varios estudos, uma vez que, ao contrério de outros elementos, ¢ 0 \inico que
possui atividade apopléstica (Selling et al., 2000). Nas éreas‘ de pés-colheita e
fitopatologia, os efeitos benéficos do célcio tém sido muito b}; caracterizados,
pois as ligages intermediadas por esse elemento tomam a paﬁede celular menos
acessivel ds enzimas responséaveis por sua degradag8o, além de representar uma
barreira fisica ao ataque de microrganismos (Conway, € Watada, 1995; Siddiqui
¢ Bangerth, 1996). : ’

Outra importante fungdio do célcio na fisiologia d plamas é a sua
participagio como mensageiro secundério em resposta as mais diferentes
condigdes de estresse (Hepler ¢ Wayne, 1985; Smallwood, Calvert e Bowls
1999). Em deficiéncia de oxigénio, a variagio na conoentraq?o citoplasmética
desse chtion precede a expressdo de genes que codifi ca+ para peptideos
anaerdbicos (Subbaiah et al., 1994a). Existem relatos na literatura que apés dois
minutos em condigdes de anoxia ocorre uma elevagdo ‘na concentragdo

citoplasmitica desse elemento (Subbaiah et al., 1994b). ,

[



Dando continuidade aos trabalhos de caracterizagfio da tolerfincia da
variedade BR-154 “Saracura” ao alagamento, Gouvéa (2001) verificou que a
adigdio de cloreto de cilcio, além de aumentar a sobrevivéncia das plintulas
quando submetidas a hipoxia, promove, também, redugéio do desenvolvimento
das mesmas. Os resultados da andlise de crescimento das plantulas, em solu¢des
de diferentes composigdes osmoéticas mostraram redugdes no crescimento de
raizes na ordem de 18 e 37%, com a adigio de manitol e cloreto de célcio
respectivamente. Dessa forma, esse autor, além de reafirmar o papel do célcio
como elemento estrutural, mostrou a existéncia de um forte efeito osmético
atuando na redugdio do crescimento e no prolongamento da tolerdncia da
variecdade BR-154 “Saracura” as condiges de baixa disponibilidade de
oxigénio.

A adigdio de cloreto de célcio 0,75 % (p/v) a solugio de germinagiio
promove a redugdio do potencial hidrico do ambiente de germinagiio para valores
em torno de -0,25 MPa, de forma que o gradiente de potencial hidrico entre a
semente € o0 meio ¢ alterado, assemelhando-se a uma condigéio de germinagéo
sob déficit hidrico. Em condi¢des de baixos potenciais hidricos, os eventos
metabblicos associados aos processos de germinagiio e crescimento inicial das
plintulas, de maneira geral, sdo atrasados ou até mesmo inibidos pela redugéio
nas taxas de hidrélise e utilizaglio das substéncias de reservas por deficiéncia
hidrica celular ( Koller ¢ Hadas, 1982; Bewlley ¢ Black, 1994),

O ajustamento osmético, resultante do actimulo de solutos
osmoticamente ativos nas células, como as betainas, carboidratos soliveis e
aminodcidos (Mcneil et al, 1999) é um dos mais complexos e eficientes
mecanismos desenvolvidos pelas plantas, para a manutengdio de um “status”
hidrico favordvel ao seu desenvolvimento, quando em condigdes de baixo
potencial hidrico (Yancey et al, 1982). A prolina, dentre os aminoécidos, tem
sido apontada como a principal promotora desse mecanismo, uma vez que, o seu



actimulo no citoplasma néo provoca alteragdes no metaboli‘smo € na estrutura
celular (Borggess et al., 1976; Samaras et al., 1995; Versleus e Sharp, 1999).

Com base nesses conhecimentos é possivel sugerir que a adigio de
cloreto de cdlcio estimule tanto um feito osmético como 1 tural, durante a
germinagio e crescimento inicial das plantulas, levando a alteragbes na
distribuicdo de reservas durante essas fases (Gouvéa, 2001). Apesar de sugerir
essa possibilidade, esse autor ndo realizou nenhum estudo para verificar de que
forma o célcio atua na distribuigéio de reservas e a relac;ao(‘d&sse fato com o
aumento da sobrevivéncia das pléntulas quando em condigBes de hipoxia.

Uma hipbtese que merece maiores investigaqﬁesi é que, ao atuar
reduzindo o crescimento das pléntulas, célcio atue também l‘ra distribuigfio das
reservas, fato que pode ser de grande importéncia, no estudo da tolerancia ao
alagamento quando na presen¢a do célcio. ‘



3 MATERIAL E METODOS

Cariopses de milhd, da variedade BR-154 “Saracura”, langada pelo
Centro Nacional de Milho e Sorgo, no ano de 1997, foram envolvidas em papel
‘germitest’ embebidos em #dgua e cloreto de célcio (CaCl) a 0,75% (p/v),
respectivamente, onde permaneceram por um total de 96 horas no escuro a 26 +
2°C. A cada 24 horas, foram retirados lotes, para a avaliagio da perda de matéria
seca da cariopse, desenvolvimento das plntulas e alteragSes bioquimicas.

Em um segundo experimento, dois lotes de cariopses foram colocados
em papel ‘germitest’, embebidos em 4gua e solugdio de cloreto de célcio 0,75%
(p/v), sendo transferidas apds 24 e 48 horas, para papel embebido em solugdo de
cloreto de célcio 0,75% (p/v) e dgua respectivamente, Para obtengio de um
controle, colocaram-se cariopses em papel embebido somente em agua e
somente em solugiio de cloreto de célcio. Apds 96 horas do inicio da
germinagio, foram analisadas em um lote de cariopses e plintulas, a matéria
seca ¢ alteragGes bioquimicas.

O segundo lote de pléantulas foi destinado & avaliagéio da sobrevivéncia
ao alagamento. Para tanto, quatro rolos de papel foram colocados em tubos de
PVC, contendo 1,2 litros de tamp#io de alagamento constituido de tris-
hidroximetilaminometano (5 mM, pH 8,0) e ampicilina (100 mg/L). Em seguida,
fez-se o borbulhamento, com nitrogénio, da solugéo de alagamento, por 3
minutos, tendo como finalidade a diminuigéio da presséo de oxigénio dentro do
recipiente. Apés 72 horas de indugfio do estresse, realizou-se a avaliagdo da
sobrevivéncia com base na viabilidade das pléantulas, utilizando-se como
referéncia a auséncia do sintoma de lise celular, na regidio do mesocétilo,

caracterizado por Vitorino (1999).



Para a quantificagdo dos agiicares soluveis totais, foi;lutilizada 0,5 g de
matéria fresca, a qual foi macerada em 15 mL do extrator tam ‘ﬁo fosfato pH 7.5.
Em seguida, depois de centrifugadas a 10000 g por 30 mlm.?tos, recolheu-se o
sobrenadante, efetuando-se uma segunda extragfio. A partir da combinacéo dos
dois sobrenadantes, retirou-se aliquotas de 15 pL, para ﬁuannﬁcac;ao dos
aglicares soliveis totais pela reagio com antrona (Diche, | 1962). Uma vez
procedida a incubagéio do meio de reagdo (985 uL de dgua, 2 mL de antrona) em
banho-maria por 12 minutos, as leituras foram realizadas erxlr comprimento de
onda de 620 nm.

Os aminoécidos livres foram quantificados pelo mét’ do da ninhidrina
(Cocking e Yemm, 1954), onde aliquotas de 200 pL do soPrenadante foram
adicionadas ao meio de reagdo (800 pL de 4gua; 0,5 mL de t?mpﬁo citrato; 0,2
mL do reagente de ninhidrina e 1 mL de KCN 2 %) e, posteriormente incubadas
em banho-maria a 100°C por 20 minutos, seguido da adi¢o d} ‘ 1,3 mL de etanol
a 60%. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 570nm.

As proteinas soliiveis totais foram quantificadas belo método de
Bradford (1976), utilizando-se uma aliquota de 100 p‘,L e leitura em
comprimento de onda de 595 nm. |

A quantificagdo de prolina foi realizada de acordo com Bates (1973),
utilizando-se de 0,5 g de matéria fresca homogeneizada em acido sulfosalicilico
a 3%. Apbs a filtragem em papel de filtro Watman n° 2, tomou-se 2 mL do
filtrado, adicionando-se 2 mL de é4cido de ninhidrina, fazendo—lse a incubagdo em
banho-maria a 100°C. Depois de uma hora nessa condlqio, a reacdo foi
paralisada em banho de gelo. Para extragdo do croméforo prolina-ninhidrina,
adicionou-se 4 mL de tolueno, seguido de agitagdo vigorosa,lpor 20 segundos,
sendo a leitura da fase toluénica em comprimento de onda de 520 nm.

A extragdo da enzima a-amilase, foi realizada pela ad*cﬁo de 200 pL de
tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,6 & 50 mg de amost{a, as quais foram



mantidas & 5°C por 12 horas e centrifugadas & 12.000 g por uma hora. A
detecglio da atividade foi feita segundo Alfenas (1998), onde 20 uL de cada
amostra foram aplicados em gel de poliacrilamida 7,5%, contendo 0,5% de
amido soltivel. Ap6s a eletroforese, o gel foi incubado por uma hora em 100 mL
de solugéio tampdo acetado de sédio, acrescidos 2 mL de solugiio de cloreto de
célcio 1 M. A revelagiio negativa foi conseguida pela adigiio de 100 mL de
solugéo de iodo 100 mM, contendo iodeto de potéssio 14 mM.

Para verificar o efeito do célcio na diviso celular foi avaliado o indice
mitético. Para tanto, cariopses foram colocadas para germinar em 4gua ¢ em
solugdo de cloreto de célcio 0,75% . Ap6s 48 horas foram coletados os 4pices
das raizes e fixados em Carnoy ( 4lcool etflico absoluto e 4cido acético glacial
3:1), por 24 horas e estocados em 4lcool 70% 4 5°C. Para o preparo das laminas
as rafzes foram hidrolizadas em acido cloridrico IN a 60°C, por 12 minutos,
sendo, posteriormente, coradas com o reativo de Schiff por 30 minutos. A
regido meristemética foi espalhada com écido acético 45% e as laminas
montadas com entellan.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo do desenvolvimento, observou-se que a adigio de solugdo
de cloreto de calcio no papel de germinagdo, teve um efeito significativo na
redugio da matéria seca das plantulas (Figura 1A). Os dados observados de
comprimento de raiz (Figura 1B) e coledptile (Figura 1C) comprovam o menor
desenvolvimento, evidenciado, principalmente, a partir de 48 e 72 horas de
germinagdo respectivamente. Ao final do experimento, o tamanho das plantulas
germinadas, na presenga de cloreto de clcio, foi cerca de trés vezes menor do
que daquelas cujo papel de germinagdo foi umedecido com agua. O
desenvolvimento das plantulas ao longo do periodo de avaliagio, na auséncia do
cloreto de calcio, foi acompanhado por um decréscimo da matéria seca da
cariopse a partir de 72 horas (Figura 1D), periodo no qual observaram-se as
maiores taxas de crescimento de raiz e de coledptile nessa condigdo. A matéria
seca da cariopse foi significativamente menor que aquela observada na presenga
do sal, na Gltima avaliagdo. Esses resultados sugerem que, na auséncia deste sal,
ocorre uma maior alocagfo das reservas da cariopse para a plantula.

Gouvéa (2001), estudando o desenvolvimento dessa mesma variedade,
em solugdes de diferentes composigdes idnicas, quantificou redugdes no
crescimento das plantulas na ordem de 55 e 18%, impostas pelo umedecimento
do papel de germinag@o com solugdes de cloreto de calcio ou magnésio e cloreto
de potassio ou manitol respectivamente. Essas solugdes, no entanto, nio
afetaram a capacidade germinativa das sementes. Esse autor sugeriu que o efeito
inibitorio do crescimento das plantulas pode ter ocorrido pela fungéo
apoplastica, conferida ao cél¢io como um elemento estrutural de parede,
adicionando-se a esta, a diminuigéo do potencial hidrico do meio, pela adi¢do do

cloreto de célcio.



O efeito do célcio como um elemento estrutural, foi explicado pela maior
redugdo no crescimento das plantulas, quando comparadas a reduc@o promovida
pela adi¢do de cloreto de magnésio na solugdo de germinagdo, que ao se
dissociar-se, promove uma mesma concentragdo de eletrélitos, portanto, um

mesmo efeito osmatico.
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FIGURA 1. Avaliagio do desenvolvimento de plantulas ao longo de 96
horas ap6s inicio da embebi¢io em papel ‘germitest’ em 4gua ou

em solugdo de CaCl,. Lavras - MG, agosto de 2001.



A inibigéio do crescimento em plantas pode ocorrer de forma indireta,
direta, ou ambas simultaneamente (Deuber, 1992). A inibi;a‘g_ indireta resulta da
reducdo na divisfo celular , enquanto a direta é promovida déla interferéncia de
substéncias, no alongamento celular pela alteragio da plasgficidade da parede.
Dessa forma, as paredes celulares deixam de se distender ou apresentam
distensGes desuniformes, que podem estar ou ndo vinculadas% a divisdo da célula
(Abreu, 1997). No presente trabalho, o célcio inﬂuenciqu diretamente o
crescimento celular, sem no entanto promover alteragdes na ﬁ:itocinese, uma vez
que o indice mitético total, nfio foi reduzido nas plﬁnt};las provindas de
germinagdio em cloreto de célcio (Tabela 1). Mas, pode-se ve! ‘fﬁcar que a fase de
profase é bastante reduzida na presenga do célcio, sendo; que esse efeito é

atenuado & medida que o ciclo celular evolui.

1

TABELA 1. indice mitético (T) e das fases da mitose (pﬁfa{&l?; metifase-IM;
anafase-1A; tel6fase-1T) apds 48 horas de embehbicio em dgua e em
solugdo de cloreto de célcio 0,75 % (p/v). Lavras, agosto de 2001.
]

5
fNDICE MITOTICO (%)

TRATAMENTO T P . M 1A 1; IT

SEM CALCIO 18 10 4 3 1 1

1

COM CALCIO 12 5.8 3 2,2 |

I
Dessa forma, a redu¢iio no crescimento das plﬁntula;, em presenca de
cloreto de célcio também pode ser atribuida em maior parte é@articipaqﬁo desse
fon como um elemento estrutural diminuindo a extensibilidadﬁ‘ celular.
J& o efeito osmético foi comprovado, ao se veri car uma drastica
redugio na matéria seca de raizes e parte aérea quando estg¢ autor analisou o
desenvolvimento das plantulas, em solugéio de manitol com pressGes osméticas

variando de O até -0,5 MPa. Em condi¢Ges de baixos pot‘i ciais hidricos, a
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inibigdo do crescimento é decorrente da redugdo da extensibilidade ocasionada
pelo menor potencial de presséo das células das plintulas, que germinam nessas
condig¢des (Bensen, Boyer e Mullet, 1988).

Apbs 48 e 72 horas da germinag@o na presenca da solugéio de cloreto de
célcio, ocorreu uma maior inibigdo do desenvolvimento da parte aérea quando
comparada com o da raiz (Figura 2). Pléntulas de mitho conseguem manter a
elongagiio de raizes em potenciais de até —1,6 MPa, ao passo que em potenciais
de —0,8 MPa, o desenvolvimento da parte aérea € completamente inibido (Sharp
et al., 1988). No presente trabalho, a adigio de cloreto de célcio reduz o
potencial hidrico do meio para 0,25 MPa , o que foi suficiente para afetar o
desenvolvimento dos coledptiles. Uma maior sensibilidade dos tecidos da parte-
aérea, também foi observada em plintulas de feijio-de-corda, quando
submetidas a condi¢Ges de baixo potencial hidrico (Bezerra, 1996). O
mecanismo que permite a manutengio do crescimento das raizes ¢ a restrigiio do
crescimento da parte aérea sob essas condigdes tem recebido pouca atengfio dos
pesquisadores. A maioria deles sugere a participagiio do acido abscisico, que ao
se acumular, inibe a sintese de etileno e, dependendo da resposta fisiolégica do
érgo em relaglio ao 4cido abscfsico, pode haver a promogio ou inibigiio do
crescimento (Sharp et al., 1994; Spollen, 2000).

A menor taxa de crescimento observada nas plntulas, quando a

germinacdo se deu em solugdo de cloreto de célcio, pode estar relacionada a uma
menor taxa de embebigio de dgua pelas cariopses, nas 48 horas iniciais de
germinagdo (Figura 3A), visto que, a adigfio desse sal & solugfio de germinagdo,
promove a redugéio do componente osmético do meio. Uma vez que ndo foram
encontradas diferengas significativas, no contevido de 4gua das plantulas, em
funglio dos tratamentos aplicados (Figura 3B), sugere-se que a cariopse tem
importéncia fundamental no processo germinativo.
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FIGURA 2. Plantulas de milho da variedade BR-154 “Saracura” ap6s embebigdo
em 4agua ou em solugdo de cloreto de calcio 0,75 % (p/v). Lavras-

MG, agosto de 2001.
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FIGURA 3. Teor relativo de 4gua (CRA) nas cariopses e pléntulas, ao longo
de 96 horas apés inicio da embebigo em 4gua, ou em solugdio de
cloreto de célcio 0,75 % (p/v). Lavras — MG, agosto de 2001.
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Os resultados apresentados na Figura 4 reforgam essa idéia, de forma

que nas duas condi¢des estudadas, a presenga da cariopse garantiu a manutengao

do crescimento da plantula.

Semcariopse Com cariopse

Els/Ca Hc/Ca

 I—

FIGURA 4. Avaliagdo do efeito da presenga da cariopse no desenvolvimento
de plantulas germinadas em dgua ¢ em solugéo de CaCl,. Apos
24 horas de embebigdo, os eixos embrionérios foram separados
das cariopses e envolvidos novamente em papel ‘germitest’,
onde foram mantidos por um total de 96 horas, em condigdes de
escuro a 26 + 2° C. s/Ca (sem calcio); ¢/Ca(com célcio). Lavras

— MG, agosto de 2001.



Sabe-se que, de maneira geral, durante o processo de germinagdio, é
necessdrio que ocorra a mobilizagio das reservas do endosperma, para a
retomada do crescimento do eixo embriondrio. Analisando-se o contetido de
aglicares sollveis totais, em diferentes pontos, ao longo da fase de germinagio,
observa-se nas 24 horas iniciais, um maior conteiido dessas substincias nas
pléntulas provindas de germinagao em solugdio de cloreto de célcio (Figura 5A).
A partir de 48 horas, nota-se uma invers#io nesse padriio, onde o contetido de
aguicares soluveis totais foi, de forma significativa, sempre superior naquelas
pléntulas que germinaram em dgua. Por outro lado, nas cariopses o conteiido
dessas substéncias foi maior nas pléntulas germinadas na auséncia do sal apenas
nas primeiras 24 horas (Figura 5B). Verifica-se também, que nessas cariopses o
conteiido de aglicares soliiveis totais, somente aumentou a partir das 72 horas de
germinaciio, ao contrario daqueles em que a cariopse germinou em contato com
o sal, as quais apresentaram um aumento quase que linear, ao longo do periodo
estudado.

A anélise conjunta das Figuras 5A e 5B d4 uma idéia da mobilizagdio das
reservas da cariopse para a plintula, ao longo do periodo estudado. Verifica-se,
entéio, que as plintulas que germinaram em 4gua apresentaram um aumento no
contetido dos agicares soliiveis totais, a partir de 48 horas, ao passo que nas
cariopses, o conteiido desses carboidratos sofreu redugéio nas primeiras 72 horas.
Pode-se, dessa forma, inferir que durante esse perfodo, os produtos resultantes
da hidrélise do amido foram totalmente translocados para a plantula, portanto,
néo se acumulando na cariopse. Por outro lado, o aumento quase que linear no
contetido dessas substéncias, ao longo de todo o periodo de germinagdo nas
cariopses submetidas a solugéio de cloreto de célcio, pode ser atribuido a menor
taxa de mobilizago das reservas para a plintula em desenvolvimento.
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As observagdes a respeito da hidrélise do amido podem ser constatadas
mediante o estudo do padriio eletroforético da a-amilase nas cariopses (Figura
6), onde se verifica um aumento na atividade dessa enzima apds 24 horas de
germinagdo. A partir deste periodo, a atividade da a-amilase praticamente
dobrou a cada 24 horas, o que pode explicar o acentuado aumento no contetido

de aglcares soltveis totais nas cariopses ao final da avaliagdo (Figura 5B).

FIGURA 6. Padrio eletroforético da enzima o-amilase em cariopses ao
longo de 96 horas apds o inicio da embebi¢do em agua e em
solugdo de cloreto de cilcio 0,75% (p/v). C (controle); To
(cariopse antes da embebi¢do); - (embebi¢do em agua); +
(embebi¢do em solugdo de cloreto de calcio 0,75% (p/v)).
Lavras - MG, agosto de 2001.
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A adigdo de solutos a solugio de germinagdo promove a redugdo no
potencial hidrico do meio, influenciando a capacidade dos tecidos em absorver
agua. Para uma manuten¢do adequada da hidratagdo, plantas nessa condigdo
desenvolvem, entre outros, 0 mecanismo de ajustamento osmotico, caracterizado
pelo aumento na concentragdo de substancias osmoticamente ativas nas células
(Taiz ¢ Zeiger, 1998). Para verificar essa possibilidade, foram analisados, nas
plantulas e nas cariopses, os teores de aminoécidos totais ¢, em particular, a
prolina, que juntamente com os aglcares soliveis totais, formam os principais
solutos orgénicos osmoticamente ativos (Mcneil et al., 1999). Nas cariopses, foi
observada diferenga significativa, na concentragio de aminodcidos totais a favor
daquelas que foram submetidas ao tratamento com calcio apenas na ultima
avaliacdo (Figura 7A). J4 nas plantulas, esse tratamento promoveu um acentuado
actmulo de aminoécidos totais (Figura 7B) e prolina (Figura 8) em todas as
avaliagdes.

Esses resultados sugerem que as plantulas germinadas, em contato com
o cloreto de calcio sofreram um ajustamento osmotico, ao elevar a concentragdo
de solutos osmoticamente ativos, seja pela degradagd@o de proteinas (Figura 9),
ou pela importagdo diretamente da cariopse, garantindo assim, um padrdo de
absorgio de dgua semelhante aquele das plintulas que se desenvolveram na

auséncia do sal (Figura 3B).
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Nio existem, na literatura, trabalhos que suportam essas colocagdes,
pois a maioria dos trabalhos, envolvendo a adigéo de cloreto de célcio 4 solugdo
de germinagdo, sdo voltados para avaliagfio do efeito do cdlcio na seletividade
de membrana. Nestes casos, sabe-se apenas que o célcio reverte o efeito téxico
de sais de sédio (Ashraf ¢ Wahid, 2000) e metais pesados (Rivetta et al., 1997).

Uma vez evidenciado que o cloreto de célcio promove alteragSes
bioquimicas e redugdo no crescimento, durante o desenvolvimento inicial das
plantulas, o préximo passo foi determinar a fase, ao longo da pés-germinagéo,
em que esses eventos acontecem. Ao analisar a matéria seca das pléntulas,
quando estas foram expostas ao cloreto de célicio, em diferentes periodos (Figura
10), verificou-se que os maiores valores foram apresentados pelas plantulas que
nio mantiveram contato com o sal (4-) e nos tratamentos, onde as plantulas
permaneceram em contato com o cloreto de célcio, nas 24 horas (1+3-) ¢ 48
horas (2+2-) iniciais de germinag@io. Por outro lado, as pléntulas que
permaneceram todo o tempo de germinag@io em contato com o sal (4+) ou que o
contato tenha acontecido nas 72 horas (1-3+) ou 48 horas (2-2+) finais, tiveram
a matéria seca reduzida em torno de 40%. Assim, pode-se concluir que a maior
redugio no crescimento ocorreu, quando as plantulas ficaram em contato direto
com a solugdio de cloreto de célcio, nas 48 horas finais de germinagfio, o que
pode ser confirmado, quando se determina a diferenga entre os valores de
matéria seca das plintulas, que permaneceram as 48 horas finais em dgua (2+2-)
¢ 4s que permaneceram em contato com o cloreto de célcio neste mesmo periodo
(2-2+). O maior aciimulo de matéria seca no primeiro grupo de pléntulas pode
ser atribuido a uma recuperagfio no crescimento, pela liberago do efeito do
célcio nas uitimas 48 horas de germinago.

Como determinado por Vitorino (1999), a germinag@io das cariopses em
solugfio de cloreto de célcio proporciona aumento na sobrevivéncia das pléntulas
de milho ao alagamento, nas variedades BR-154 “Saracura” e BR-107,
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consideradas como tolerante e sensivel a esta condigéio, respectivamente. Os

’ resultados encontrados por essa autora foram reafirmados pFIos trabalhos de

Dantas (1999) e Gouvéa (2001), que atribuiram o aumento na sobrevivéncia ao

papel do célcio como elemento estrutural ao conferir maior resisténcia as
paredes celulares e, com isso, reduzindo o aparecimen‘to de sintomas
caracteristicos de plantulas em anoxia, como a presenga de constrigdes na regiao
do mesocétilo, em fungdio do aumento na atividade de enzimas relacionadas ao
metabolismo da parede celular nessas condigGes. L

Ao analisar a sobrevivéncia de plantulas apos trés dias de alagamento
(Figura 11) depois de serem submetidas, na germinagdo e‘ha fase de pos-
germinagdo, a diferentes periodos de exposi¢do ao cloreto de cflcio, verificou-se
que as maiores sobrevivéncias se deram nos tratamentos 4+, 1-3+ e 2-2+, os
quais proporcionaram os valores mais reduzidos de matéria seca (Figura 10).

De acordo com esses resultados, pode-se atribuir a0, célcio um efeito
indireto no aumento da sobrevivéncia, ao estabelecer-se uma relag3o positiva
entre a influéncia do cloreto de célcio na redugéio do crescimetf;o das plintulas e
o aumento observado na sobrevivéncia das mesmas quand]o submetidas ao
alagamento. Verifica-se, portanto, que a auséncia do célcio nas 48 horas finais
do periodo pés-germinativo sempre leva a um aumento signiqcativo na matéria

seca e, com isto, a redugdo da toleriincia das plintulas ao estresse.
\

{
i
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FIGURA 10. Matéria seca de plantulas submetidas a solugdo de cloreto de
cilcio 0,75% (p/v), em diferentes periodos ao longo de 96 horas
apos inicio da embebigdo. 4+ (96 horas em solugdo de CaCl,):
1-3+ (24 horas iniciais em agua, 72 horas finais em solugdo de
CaCly); 2-2+ (48 horas iniciais em agua, 48 horas finais em
solugdo de CaCly); 24+2- (48 horas iniciais em solugdo de
CaCl, 48 horas finais em dgua); 143- (24 horas iniciais em
solugdo de CaCl, ,72 horas finais em agua); 4- (96 horas em

dgua). Lavras — MG, agosto de 2001.
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FIGURA 11. Sobrevivéncia de plantulas ao alagamento, quando submetidas
a solugio de cloreto de célcio 0,75% (p/v), em diferentes
periodos ao longo de 96 horas ap6s inicio da embebigéo. 4+ (96
horas em solugdo de CaCly); 1-3+ (24 horas iniciais em agua,
72 horas finais em solugdio de CaCly); 2-2+ (48 horas iniciais
em 4gua, 48 horas finais em solugio de CaCly); 2+2- (48 horas
iniciais em solugdo de CaCl,, 48 horas finais em 4gua); 1+3-
(24 horas iniciais em solugdo de CaCl,,72 horas finais em
4gua); 4- (96 horas.em agua). Apos 96 horas de embebigdo as
plantulas foram submetidas a 72 horas de hipoxia. Lavras —
MG, agosto de 2001.



A partir da andlise da distribuigiio dos agticares soliiveis totais entre as
cariopses ¢ as plintulas em desenvolvimento (Figura 12), observa-se que,
aquelas que permaneceram em contato com a solugéio de cloreto de célcio por
mais de 24 horas, o que é o caso dos tratamentos 4+, 1-3+, 2-2+ e 242,
apresentaram um maior contetido de aglcares soliveis totais na cariopse. J4,
quando as pléntulas nio foram submetidas a solugfio de cloreto de cdlcio (4-) ou
quando esse contato se deu apenas nas primeiras 24 horas de germinag#o (1+3-),
houve uma maior alocaglio desses compostos para as plintulas em
desenvolvimento. Verificou-se entfio, que o contato crescente das plantulas com
a solugdio de cloreto de cilcio, reduzindo seu desenvolvimento (Figura 10), fez
com que as reservas ficassem preservadas na cariopse e, quando em condig#io de
alagamento, essas fossem alocadas e utilizadas pelas plantulas permitindo a
manutencdo do metabolismo por mais tempo nessas condigdes (Figura 12). Essa
idéia pode ser reforgada quando se estudou a influéncia da cariopse na
sobrevivéncia das plintulas submetidas ao estresse de oxigénio (Figura 13).
Constatou-se que, tanto aquelas que ndo mantiveram contato com o cloreto de
célcio na fase de germinagfio e pés-germinagio como as que foram submetidas
ao tratamento, apresentaram maior sobrevivéncia quando permaneceram ligadas
as cariopses durante o alagamento (Figura 13).
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FIGURA 12. Contetido de agiicares soliveis totais de cariopses e plantulas
submetidas a solugdio de cloreto de calcio 0,75% (p/v), em
diferentes periodos ao longo de 96 horas apds o inicio da
embebicdo. 4+ (96 horas em solugdo de CaCly); 1-3+ (24 horas
iniciais em 4gua, 72 horas finais em solug@o de CaCly); 2-2+
(48 horas iniciais em dgua, 48 horas finais em solugdo de
CaCl,); 2+2- (48 horas iniciais em solugdo de CaCly, 48 horas
finais em 4gua); 143- (24 horas iniciais em solugdo de CaCl,,72

horas finais em 4gua); 4- (96 horas em 4gua). Lavras — MG,
agosto de 2001.
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FIGURA 13. Influéncia da cariopse na sobrevivéncia de plantulas de milho
da variedade BR-154 “Saracura”, em alagamento. Ap6s 96
horas do inicio da embebi¢do em dgua e em solugdo de CaCl; as
plantulas foram separadas das cariopses e submetidas a 72 horas
de alagamento.- Ca (embebigio em 4gua); + Ca (embebigdo em
solugdo de CaCl,). Lavras — MG, agosto de 2001.

30



Esta hipStese pode ser confirmada ao se observar que as cariopses que
mantiveram o maior contato com o cdlcio durante o periodo de germinagdo e
pos-germinagdo (tratamentos 4+, 1-3+, 2-2+, 2+2-) apresentaram, apds o
periodo de alagamento, menores redugdes na atividade da enzima a-amilase
(Figura 14).

FIGURA 14. Padrio eletroforético da enzima a-amilase em cariopses: A)

Ap6s 96 horas de germinagdo; B) Apés 72 horas em condigdes
de alagamento. 4+ (96 horas em solugdo de CaCly); 1-3+ (24
horas iniciais em dgua, 72 horas finais em solugdo de CaCly);
2-2+ (48 horas iniciais em agua, 48 horas finais em solugdo de
_CaCl); 2+2- (48 horas iniciais em solugdo de CaCl,, 48 horas
finais em 4gua); 1+3- (24 horas iniciais em solugdo de CaCl,,72
horas finais em 4gua); 4- (96 horas em agua). Lavras — MG,

agosto de 2001.
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Desse modo, conclui-se que, a presenga do cdlcio induz uma maior
tolerdncia das pléntulas ao alagamento por manter ativo o metabolismo de
carboidratos, aqui caracterizado pela degradagio do amido. Estes resultados
confirmam os estudos de Guglielminetti et al. (1995), os quais determinaram que
o metabolismo de carboidratos sob anoxia inicia-se com a indugéo da a-amilase,
acumulando glucose, seguida pela sintese da sacarose mediada pela sintase da
sacarose, enzima chave na manutengio do metabolismo dos agticares sob anoxia
(Guglielminetti et al., 1997; Zeng et al., 1998; Subbaiah e Sachs, 2001).

Ao estudar a tolerincia 3 anoxia em plantulas de mitho de dois a sete
dias de idade, VanToai et al. (1995) constataram que aquelas de dois dias séo
mais tolerantes que as demais, atribuindo também essa tolerdncia a existéncia de
um eficiente mecanismo de mobilizagdo e utilizagio de agiicares durante o
periodo de estresse gasoso. Essa concluséio foi baseada no aumento da toleréincia
a anoxia somente no primeiro grupo de pléntulas quando da presenga de glucose
ex6gena. Aumentos na tolerincia em plintulas de trés dias de idade somente
foram verificados quando aplicou-se écido abscisico ou um pré-tratamento de
hipoxia. Uma vez constatado que o cloreto de célcio reduz o crescimento inicial
das plintulas € provavel que a sua participagio como componente osmético da
soluglio leve a um acimulo de 4cido abscisico (Spollen, 2000), beneficiando
assim a tolerfincia ao estresse an6xico (VanToai et al, 1995).

Pelo exposto, pode-se destacar mais uma vez, que a maior sobrevivéncia
das plintulas de milho da variedade BR-154 “Saracura” submetidas a
germinagdio na presenga de solugéo de cloreto de célcio, esté relacionada a uma
menor exportaglio de aglicares soliveis totais nos primeiros dias apds a
germinag3o, atrasando, com isso, o desenvolvimento das plantulas. Dessa forma,
a exemplo do exposto por VanToai et al. (1995), as pléntulas conservam suas

caracteristicas embriondrias e, por conseguinte, maior toleréncia ao estresse.
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Essa maior tolerincia é caracterizada pela exportagio de agicares
soliveis totais da cariopse e expressdo de genes, cujos produtos;, tais como a a.-
amilase e, possivelmente, a sintase da sacarose, atuam dilfetamente como

mantenedores do metabolismo anaerébico. :

'
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5§ CONCLUSOES

O cilcio induz um ajustamento osmético, pelo aumento na concentragéo
de amino4cidos, principalmente, prolina e promove redugéo no desenvolvimento
inicial das plantulas.

A redugfio no desenvolvimento plantulas faz com que as reservas sejam
preservadas nas cariopses, ¢ quando em condigdes de alagamento essas sdo
alocadas e utilizadas permitindo a manutengio do metabolismo, aumentado

desta forma a tolerincia ao estresse anoxico.
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