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INTRODUÇÃO
Segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1985). as enzimas de degradação de reservas
podem ou não estar presentes nas sementes quiescernes. As enzimas preexistentes são
detectadas em baixa atividade nessas sementes e, durante a embebição da semente.
são ativadas e secretadas para as células onde ocorrerá a degradação das reservas.
Por outro lado. ainda durante a embebição. é induzida a síntese denovo, a partir dos
aminoácidos disponíveis, de enzimas que não são detectadas nas sementes
quiescentes (Varner et al., 1965).
O amido é o principal carboidrato de reserva de cereais, (Mayer & Poljakoff-Mayber.
1985). constituindo. aproximadamente, 72% da semente de miiho e 88% de seu
endosperma (Medcalf, 1973). Devido à sua característica granular e insolúvel, o
amido da semente é resistente ao ataque enzimático (Fannon et al., 1992). A sua
degradação durante a germinação ocorre por meio de duas vias. a via hidrolítica
(amilolítica) e a via fosforolitica (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1985). A via
hidrolítica é predominante em cereais e é iniciada pela ação da o.-amilase (EC

3.2.1.1) que quebra. ao acaso, as ligações a-l,4 entre os resíduos de glicose das

cadeias de amilose e amilopectina (Dunn. 1974; Sun & Henson. 1990). Entre as
enzimas amilolíricas ativas durante a germinação. acredita-se que a «-amilase exerça

papel fundamental na degradação de amido em sementes de cereais, devido ao seu
poder de iniciar a hidrólise de grãos de amido insolúveis (Dunn. 1974; Beck &
Zeigler. 1(89) e por apresentar 90% da atividade amilolítica total no início da
germinação (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1(85). No entanto. segundo Sun & Henson
(1990}, só a ação conjunta das diversas hidrolases, como a o-amilase, p-amilase,

enzimas desramificadoras e u-glucosidase. resulta na degradação completa do amido.

Al-Ani er al. (1985). por sua vez. verificaram que as reservas de amido e a atividade
de o-amilase exercem importante papel na manutenção do metabolismo de sementes

de milho tZea mays L.) sob deficiência de 02. No entanto, pouco se conhece sobre a
atividade amilolítica de sementes de milho em condições hipóxicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade amilolítica durante a germinação de
sementes milho cvs. Saracura e AL34, submetidas ao .dagamento.

MATERIAL E MÉTODOS
O trabalho foi realizado nos Laboratórios de Análise de Sementes do
Departamento de Produção Vegetal/FCA e de Bioquímica de Plantas do
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Departamento de Química e Bioquímica/lb da Universidade Estadual Paulista de
Botucatu, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2001.

Para avaliação da atividade de «-amllase e de amilases totais, as sementes submetidas
aos períodos de submersão conforme descrito por Martin et al. (1991) foram
divididas em quatro porções. Uma porção foi prontamente congelada a -200C. para
extração das enzimas e as outras três foram semeadas em gerbox, sobre duas camadas
de papel mata-borrão embebidos com 12,5mL de água destilada e mantidas a 270C e
congeladas após durante 2, 4 e 7 dias.
A extração das enzimas amilolíticas, assim como o ensaio de atividade foi realizado
conforme método descrito por Gugelmineti et al. (1995). Foram retirados os eixos
embrionários (raiz e parte aérea), quando estes existiam, restando apenas o pericarpo,
camada de aleurona e endosperma, que foram macerados com almofariz e pistilo em
tampão TRIS-HC] OJmoLL.l, pH 7. contendo NaCI O.Imol.Lre CaC12 l Ommol.Lt e
centrifugadas a 12.000g, 4t1(} durante 10 minutos, coletando-se o sobrenadante que
foi congelado a -200C até a realização dos ensaios. A atividade de ami1ases totais e
de c-amilase foi medida em um sistema de reação, contendo tampão de reação
(Acetato de sódio 50mmoLL-]. pH 5,2 e CaCb 1Omrnol.Lr) e amido solúvel de
batata 2,5%. como substrato. sistema de reação foi incubado a 350C durante
l Sminutos. Para inativar outras amilases, permanecendo apenas a n-amilase, o
extrato cru foi mantido a 700C, durante 15 minutos. Ao final do ensaio os açucares
redutores foram dosados pelo método do ácido dinitrosalicílicc (DNS), conforme
descrito por Miller (1959), e a atividade de arnilases totais e c.-amilase foi expressa
em mmol de açúcares redutores produzidos pela degradaç'.o de amido, por de
proteína, por minuto. A determinação de proteínas totais foi realizada de acordo com
o método proposto por Lowry et aI. (I 951 ). a partir de curva padrão de BSA
(albumina bovina sérica) com leitura em espectrofotômetro a 660 nm.

RESUL TAnOS E DISCUSSÃO
o padrão de resposta da atividade de o-amilase é semelhante ao da atividade de
amilases totais em todas as condições testadas. No entanto, devido à inativação
de várias enzirnas, com banho-maria a 700C, a atividade de e-amilase foi menor
que a atividade de amilases totais em todos os ensaios. Nas duas cultivares
estudadas, a atividade de o-amilase e de amilases totais aumentou até o sétimo
dia de germinação em condições normais de oxigênio (Figura I).
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FIG. 2. Atividade de amilases tntaís de sementes de milito cv. (a) BRS1454-Saracura e (b) CATI·
AL34 submetidas a diferentes períodos de ltipoxia.
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FIG. 3. Atividade de amilases totais de sementes de :nt.illtocv. (a) BRS1454-Saracura e (o) CA TI·AL34
submetidas a diferentes períodos de ltipoxia

Pode-se concluir, portanto, que as sementes da cultivar Saracura são mais tolerantes
que as da cultivar AL34. e que em ambas as cultivares a deficiência de oxigênio inibe a
degradação e mobilização das reservas.
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