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INTRODUCAO '

Segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1983), as enzimas de degradaco de reservas
podem ou nfio estar presentes nas sementes quiescentes. As enzimas preexistentes sao
detectadas em baixa atividade nessas sementes e, durante a embebi¢do da semente,
sdo ativadas e secretadas para as células onde ocorrera a degradagio das reservas.
Por outro lado, ainda durante a embebigfo, ¢ induzida a sintese denovo, a partir dos
aminoacidos disponiveis, de enzimas que ndo sfo detectadas nas sementes
quiescentes (Varner ¢t al., 1965).
O amido ¢ o principal carboidrato de reserva de cereais, (Mayer & Poljakoff-Mayber.,
1985), constituindo. aproximadamente, 72% da semente de mitho ¢ 88% de seu
endosperma (Medcalf, 1973). Devido a sua caracteristica granular ¢ insolavel, o
amido da semente ¢ resistente ao ataque enzimatico (Fannon et al., 1992). A sua
degradag¢fo durante a germinagdo ocorre por meio de duas vias. a via hidrolitica
(amilolitica) e a via tostorolitica (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). A via
hidrolitica é predominante em cereais e ¢ iniciada pela a¢éo da a-amilase (EC
3.2.1.1) que quebra, ao acaso, as ligagdes u-1,4 entre os residuos de glicose das
cadeias de amilose e amilopectina (Dunn, 1974; Sun & Henson, 1990). Entre as
enzimas amiloliticas ativas durante a germinagdo. acredita-se que a a-amilase exerge
papel tundamental na degradacio de amido em sementes de cereais, devido ao seu
poder de iniciar a hidrélise de graos de amido insoluveis (Dunn, 1974; Beck &
Zeigler, 1989) e por apresentar 90% da atividade amilolitica total no inicio da
germinacdo (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). No entanto, segundo Sun & Henson
(1990 sO a agdio conjunta das diversas hidrolases, como a a-amilase, $-amilase,
enzimas desramificadoras ¢ u-glucosidase, resulta na degradagdo completa do amido.
Al-Ani et al. (1985), por sua vez, verificaram que as reservas de amido e a atividade
de a-amilase exercem importante papel na manutengfo do metabolismo de sementes
de milho (Zea mays 1..) sob deficiéncia de Oz. No entanto, pouco se conhece sobre a
atividade amilolitica de sementes de milho em condi¢des hipoxicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade amilolitica durante a germinagdo de

sementes de milho cvs. Saracura ¢ AL34, submetidas ao alagamento.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Andlise de Sementes do
Departamento de Produgdo Vegetal/FCA e de Bioquimica de Plantas do
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Departamento de Quimica e Bioquimica/IB da Universidade Estadual Paulista de

Botucatu, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2001.
Para avaliagdo da atividade de a-amilase e de amilases totais, as sementes submetidas
aos periodos de submersdo conforme descrito por Martin et al. (1991) foram
divididas em quatro por¢des. Uma porgdo foi prontamente congelada a -200C, para
extragdo das enzimas e as outras trés foram semeadas em gerbox, sobre duas camadas
de papel mata-borrdo embebidos com 12,5mL de 4gua destilada e mantidas a 27.C e
congeladas apds durante 2, 4 e 7 dias.
A extracdo das enzimas amiloliticas, assim como o ensaio de atividade foi realizado
conforme método descrito por Gugelmineti et al. (1995). Foram retirados os €ixos
embrionarios (raiz e parte aérea), quando estes existiam, restando apenas o pericarpo,
camada de aleurona e endosperma, que foram macerados com almofariz e pistilo em
tampao TRIS-HCI 0,1mol.L-1, pH 7. contendo NaCl 0,1mol.L-1e CaCl2 10mmol.L1 e
centrifugadas a 12.000g, 4oC durante 10 minutos, coletando-se o sobrenadante que
foi congelado a -20.C até a realizagfo dos ensaios. A atividade de amilases totais e
de a-amilase foi medida em um sistema de reagdo, contendo tampdo de reagio
(Acetato de sédio 50mmol.L-1, pH 5,2 e CaCl2 10mmol.L-1) e amido solavel de
batata 2,5%, como substrato. Esse sistema de reac@o foi incubado a 35.C durante
15minutos. Para inativar outras amilases, permanecendo apenas a o-amilase, o
extrato cru foi mantido a 70.C, durante 15 minutos. Ao final do ensaio os agucares
redutores foram dosados pelo método do 4cido dinitrosalicilico (DNS), conforme
descrito por Miller (1959), e a atividade de amilases totais e a-amilase foi expressa
em mmol de agucares redutores produzidos pela degradag’ .o de amido, por mg de
proteina, por minuto. A determinag@o de proteinas totais foi realizada de acordo com
o método proposto por Lowry et al. (1951), a partir de curva padrdo de BSA
(albumina bovina sérica) com leitura em espectrofotometro a 660 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O padrio de resposta da atividade de a-amilase é semelhante ao da atividade de
amilases totais em todas as condigGes testadas. No entanto, devido a inativagéo
de varias enzimas, com banho-maria a 700C, a atividade de a-amilase foi menor
que a atividade de amilases totais em todos os ensaios. Nas duas cultivares
estudadas, a atividade de a-amilase e de amilases totais aumentou até o sétimo
dia de germinac@io em condigdes normais de oxigénio (Figura 1).
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FIG. 1. Besultades médios de (a) germﬁa@;m e da (b) primeira conisgem da germinagis de
sementes (%9) ar super doce, submetidas 2 doses crescentes de GA.

A atividade das amilases totais, no entanto, tém um ritmo de crescimento mais
acelerado que a atividade de a-amilase. Isso ocorre porque as amilases totais, que sdo a
a-amilase, B-amilase, enzimas desramificadoras e a-glucosidase, além de ser
sintetizadas, algumas dessas enzimas, por serem preexistentes, sdo ativadas durante 2
germinagdo das sementes (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985).

A indugfo da sintese de a-amilase e ativagiio das demais amilases foi verificada apés -
dois dias de germinagio em condi¢des normais de oxigénio, antingindo um apice apos
quatro dias ¢ decaindo, novamente, aos sete dias de germinagéo (Figuras 2 ¢ 3). A
atividade amilolitica medida no quarto dia de germinagdo ap6s a submerséo, indicou
que as sementes da cv. Saracura possuiam atividade de w-amilase e amilases totais
crescentes até quatro dias de hipoxia e que a atividades dessas enzimas decresciam
logo apds o primeiro dia de hipoxia nas sementes da cv.AL34. Segundo varios autores,
em sementes de cereais ¢ leguminosas a atividade amilolitic1 aumenta :;"siéx
aproximadamente, o décimo dia apos o inicio da embebicio, sendo que o maior
aumento ocorre por volta do quinto dia.
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FIG. 2. Advidade de amilases iotais de sementes de milho cv. {a) BRS1454-Saracura e (b) CATI-
AL34 submetidas a difeventes periodes de hipoxia.
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FI1G. 3. Atividade de amilases totais de sementes de milho cv. (2) BRS1454-Saracura e (h) CATI-AL34
submetidas a difere ntes periodos de hipoxia

Pode-se concluir, portanto, que as sementes da cultivar Saracura sdo mais tolerantes
que as da cultivar AL34. e que em ambas as cultivares a deficiéncia de oxigénio inibe a
degradaciio e mobilizagdo das reservas.
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