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Resumo

O alagamento pode ser um fator ambiental com possibilidade de causar
prejuizos a producao agricola. Com base nesse contexto, a Embrapa Milho
e Sorgo langou no mercado, apés nove anos de selecao, a variedade de
milho Saracura - BRS 4154, tolerante ao encharcamento do solo. Esses
ciclos de selecdo continuam sendo efetuados em campo e hoje se
encontram na 182 edicdo. No entanto, ndo existem estudos que comparam
todos esses ciclos quanto a atividade enzimatica relacionada ao estresse
por alagamento. Este trabalho teve como o objetivo mostrar possiveis
relacbes entre atividade de enzimas do sistema antioxidante e a evolucao
da formacao de aerénquimas em raizes de milho Saracura — BRS 4154
alagado.

As cariopses do primeiro ao ultimo ciclo, intercaladas, foram plantadas em
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pcesar@cnpms.embrapa.br

2Doutorandos em Fisiologia Vegetal, UFLA, Lavras, MG - Departamento de Biologia
3Professor Anatomia Vegetal, UFLA, Lavras, MG - Departamento de Biologia
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vasos preenchidos com solo em casa de vegetacado e submetidas ao
alagamento intermitente de dois dias. As amostras de raizes foram
coletadas e foram analisadas as atividades das enzimas peroxidase do
guaiacol, peroxidase do ascorbato e catalase; e a formacéo de aerénquima
foi avaliada por sec¢des anatdmicas em microscopia de luz. As plantas
demonstraram modificagdes na atividade das enzimas ao longo dos ciclos,
com o favorecimento da peroxidase do ascorbato em detrimento da
catalase, reducao na atividade da peroxidase do guaiacol e capacidade
para o desenvolvimento de aerénquima nos ultimos ciclos de selecdo. A
reducéo na atividade das enzimas do sistema antioxidante parece estar
relacionada a um desbalanco na remoc¢éo de H202 e isso com a formacéo
de aerénquima lisigino nas raizes de milho Saracura.

Introducéao

No Brasil, aproximadamente 28 milhdes de hectares de areas com
potencial agricola estdo sob regime de inundagéo intermitente (ANDRADE
et al., 1999). Nessas condicbes, a 4gua ocupa 0s espacos antes
preenchidos pelo ar, gerando uma situacao de hipoxia (deficiéncia de 02),
gue pode chegar a anoxia (auséncia de O2) em algumas regides do solo
em raz&o da respiragédo dos 6rgédos submersos de plantas ou dos
microrganismos ali existentes (KOZLOWSKI, 1997).

O manejo do solo, inclusive para atividades como a pecuéaria, pode afetar
grandemente a disponibilidade de nutrientes (TRAVIESSO-BELLO et al.,
2005) e matéria organica do solo hidromérfico, que esta presente em
ambientes sujeitos ao alagamento. Em qualquer dessas situacdes, o
crescimento, a sobrevivéncia e consequentemente a producao das culturas
podem ser severamente reduzidas.

O insucesso do desenvolvimento da cultura do milho em solos com
periodos intermitentes de excesso de dgua esta relacionado a alta
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sensibilidade dessa cultura a esses ambientes (PEREIRA et al., 2008).
Essas caracteristicas levaram pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, a lancarem no mercado, em 1997, a variedade Saracura
- BRS 4154. Apés vérios ciclos de selegdo massal sob condigdes de alta
umidade do solo, a variedade foi identificada como uma das mais
adequadas para o cultivo em areas sujeitas ao encharcamento (ALVES et
al., 2002).

Apesar do solo com deficiéncia de oxigénio ser hostil a vida das plantas, o
milho Saracura parece ter desenvolvido, apds sucessivos ciclos de selecdo
genética, mecanismos que permitiram suas sobrevivéncia e produgéo
nessas condi¢des. Dentre as caracteristicas que permitem ao milho
Saracura tolerar baixa concentracdo de oxigénio no ambiente radicular,
encontram-se aquelas de naturezas metabdlica e molecular, incluindo ai o
desvio da respiracdo aerdbica para a via anaerébica mediante a indugéo
da sintese de polipeptidios tipicos da anaerobiose.

Nos ultimos oito anos, tem-se dado especial atencdo aos danos celulares
oxidativos em suas raizes, causados pelo acimulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) sob condi¢cdes em que a fosforilacdo oxidativa é reduzida
devido a deficiéncia de O2. Em plantas, estd bem caracterizado que, sob
condicbes de déficit de oxigénio no solo, ocorre um aumento descontrolado
de radicais livres nas células (BLOKHINA et al., 2003). Modificagcbes na
estrutura e nas funcées das membranas, resultantes da peroxidacéo de
seus lipideos, sdo bem caracterizadas (CAKMAK; HORST, 1991), podendo
produzir danos ao funcionamento e a estrutura celular (MITTLER et al.,
2004). No caso particular, o milho Saracura, ao mesmo tempo em que
ativa mecanismos para a producao de energia, desenvolve formas de
escapar dos danos causados pelos radicais livres, como ativacao do
sistema antioxidante enzimatico e sintese de antioxidantes de baixo peso
molecular (LIAO; LIN, 2001).

No nivel morfoldgico, tem-se como uma das principais adaptacfes a
formacg&o de aerénquimas que se inicia na regiao central do coértex para,
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posteriormente, se espalhar de forma radial e tangencial (BOURANIS et
al., 2006). O desenvolvimento do aerénquima leva a formagéo de espacos
intercelulares, conectados ao longo do eixo da raiz, que facilitam a difusao
de gases (GUNAWARDENA, 2008) e, consequentemente, permitem
melhor distribuicdo do O2 nos tecidos das plantas. Essa estrutura pode
estar presente em folhas, peciolos, caules e raizes, podendo surgir por
separacdo das células (esquizogenia) ou por lise de células (lisigenia)
(SCHUSSLER; LONGSTRETH, 1996), de maneira constitutiva ou em
resposta a um estimulo ambiental. Em raizes e coledptilos de plantulas de
milho Saracura, a hipoxia induziu o desenvolvimento de grandes espacos
intercelulares, formando aerénquima predominantemente lisigeno, em
resposta ao aumento da atividade da celulase nessa condicéo (VITORINO
et al., 2001).

Uma vez que o déficit de oxigénio leva a producéo de EROs e esse, por
sua vez, promove a morte celular, & possivel que exista relacao entre o
acumulo de radicais livres e 0 desenvolvimento de aerénquima com origem
lisigena. Em func¢éo da auséncia de pesquisas no assunto, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de mostrar possiveis relagfes entre atividade
de enzimas do sistema antioxidante e a evolucéo da formacéao de
aerénquimas em raizes de milho Saracura - BRS 4154 alagado.

Materiais e métodos

Seis cariopses do milho Saracura - BRS 4154 tolerante as condicdes de
encharcamento intermitente do solo, colhidas em lavouras dos ciclos de
selecédo (C) 1, 3,5,7,9,11, 13, 15,17 e 18, e da cultivar BR 107,
classificada como sensivel (ALVES et al., 2002), foram semeadas em
vasos contendo 20 L de solo de véarzea classificado como Planosolo
Hidromoérfico Eutréfico Arénico. Cada vaso recebeu a seguinte adubacao
em cobertura: 0,075 g/kg de sulfato de amoénia em duas aplicacdes
semanais; 0,0333 g/kg de uréia em quatro aplicacdes semanais; 0,3 g/kg
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de Zn; e 1 mL/kg de deltametrina (FERRER et al., 2005) em trés doses
semanais. Quinze dias apés a semeadura, procedeu-se o desbaste para
duas plantas por vaso.

Até o estadio V6, quando as plantas se encontravam com seis folhas
completamente desenvolvidas, a agua no solo foi mantida proxima a
capacidade de campo. A partir dai, iniciou-se o tratamento de
encharcamento intermitente do solo com adi¢cdo de dgua em excesso (até
a altura de 1 cm acima do nivel de solo) a cada dois dias. No intervalo, ndo
se adicionava nenhuma quantidade de agua, deixando-a drenar livremente
até a proxima adigdo. O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com um vaso por parcela, repetido quatro vezes.

Sessenta dias apds o inicio da primeira aplicacdo dos tratamentos
(encharcamento intermitente do solo), foram coletadas amostras de raizes
para as analises enzimaticas e de aerénquima. Ao final do periodo
experimental, a parte aérea foi excisada e o sistema radicular foi
cuidadosamente lavado com agua corrente até a completa remocéao do
solo. Em seguida, amostras de 5 g de raizes foram coletadas, envolvidas
em papel aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer a -86 °C até o momento das analises enzimaticas, quando, entéo,
foram maceradas em nitrogénio liquido até a obtencéo de um pé fino.

Em seguida, a cada amostra foi adicionado 0,9 mL de um tampéao de
extracdo constituido de 883,8 pL de tampéo fosfato 0,1M pH 7, EDTA 0,1M
na quantidade de 9 pL, DTT 0,5 M na quantidade de 3,6 puL, PMSF 0,1M
na quantidade de 7,2 uL e, ainda, 18 mg de PVPP (adaptado de BOR et
al., 2003). Apés homogeneizacéo, o extrato foi clarificado por centrifugacéo
a 14000 RPM durante 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para ser
utilizado nas determinacdes das atividades das seguintes enzimas:
peroxidase do guaiacol (POD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase
(CAT).

A atividade da peroxidase do guaiacol (POD) foi analisada com a adicédo de
1 mL de tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 6, um volume de 16,7 pL de
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guaiacol 0,2 M, um volume de 13,3 pL de H202 0,03 M em 20 pL do
sobrenadante (adaptado de NAKANO; ASADA, 1981). A atividade
enzimatica foi determinada pelo acompanhamento do aumento da
absorbéncia a 470 nm por 2 min em intervalos de 15 seg e calculada com
base no fator de extincao de 26,6 mM-1 cm-1.

A peroxidase do ascorbato (APX) foi analisada com a adicdo de 0,9 mL de
tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7, 16,7 yL de acido ascoérbico 0,01 M,
13,3 yuL de H202 0,03 M em 20 pL do sobrenadante (adaptado de
NAKANO; ASADA, 1981). A atividade enzimatica foi determinada pelo
acompanhamento da queda da absorbéancia a 290 nm por 2 min, em
intervalos de 15 seg, e calculada com base no fator de extin¢céo de 2,8
mM-1cm-1.

Para a quantificacao da atividade da catalase (CAT), adicionou-se a 20 pL
sobrenadante 0,98 mL de tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7, H202
0,0125 M (adaptado de MADHUSUDHAN et al., 2003). A atividade
enzimatica foi determinada pelo acompanhamento da queda da
absorbéncia a 240 nM por 2 min, em intervalos de 15 seg, e calculada com
base no fator de extincao de 36 mM-1cm-1.

Para as andlises de aerénquima, foram coletadas aleatoriamente em cada
planta cinco raizes contendo as regifes apical, de alongamento, pelifera e
basal. ApGs sucessivas lavagens, as raizes foram fixadas em solucao de
formaldeido, acido acético e etanol 70 % (FAA 70) (JOHANSEN, 1940) por
48 h e, em seguida, preservadas em etanol 70 % até a data das analises
(GRISI et al., 2008). Fragmentos de raizes cortados a 4+0,5 cm a partir do
apice radicular (MELO et al., 2007) foram utilizados para a realizagéo de
cortes transversais realizados em micrétomo de mesa. Os cortes foram
clarificados com hipoclorito de sodio a 5 % por 10 min, reidratados por 10
min, corados com astrablue (solucdo de safranina e azul de astra 7,5:2,5) e
montados em laminas com glicerina 50 % (KRAUS; ARDUIN, 1997). Foi
utilizado microscépio Optico acoplado a uma camera digital, com a qual
foram realizadas fotografias dos cortes. Essas foram utilizadas para as
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medi¢Bes dos parametros anatdmicos pelo programa de andlise de
imagem Imagetool, calibrado com régua microscopica fotografada nos
mesmos aumentos das fotografias (PEREIRA et al., 2008). Foram
realizadas quatro medicdes de cada caracteristica anatdmica, em cada
repeticdo, para a determinacdo das médias. A proporcao da area ocupada
pelo aerénquima no cértex foi calculada com base na divisdo da &rea total
de aerénquima formado pela area total do cértex. Os dados foram testados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a
homocedacidade pelo teste de Lavene, apresentando distribuicdo normal e
variancias homogéneas. Utilizaram-se a analise de variancia e o teste de
Tukey, a 5 % de probabilidade, para analise estatistica dos resultados.

Resultados

Do ciclo de selecdo 1 (C1) para ciclo 18 (C18), observou-se um aumento
significativo de 0,27 para 2,03 mm2 na area de aerénquima, que ocuparam
proporcionalmente, na regido do cértex, uma area de 8,7 % no C1 e 49,01
% no C18 (Figura 1). No caso do BR 107, a area de aerénquima foi de
0,07 mm2, com area relativa ao cortex de 1,46 %.

Figura 1. Seccdes transversais de raizes de milho Saracura de diferentes ciclos
de selecéo (B e C) e de uma variedade nao tolerante BR 107 (A). llustram a
evolucao do desenvolvimento de aerénquima ao longo dos ciclos C1 (B) e C18

(C), em comparacao a variedade nao tolerante BR 107. barras= 200 pm
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Neste trabalho, foram investigadas também as enzimas catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (POD),
especializadas na remoc¢ao de H202, um oxidante relativamente estavel e
que tem sua passagem facilitada pela bicamada lipidica da membrana
celular, devido a sua auséncia de carga. Além disso, tem sido demonstrado
gue a sintese dessa molécula é expressivamente ativada pelo alagamento
(MOLLER et al., 2007).

Em relacéo a CAT, verifica-se de maneira geral uma diminui¢éo gradativa
na sua atividade no sistema radicular, considerando-se o avango na
selec@o do milho Saracura desde o C1 até o C18 (Figura 2). Essa enzima,
presente nos peroxissomos, age removendo o H202, decompondo-o em
oxigénio molecular. Alternativamente, o H202 pode também ser removido
pela GPX via ciclo glutationa reduzida / glutationa oxidada, com a liberagéo
de &gua. Nesse caso, observa-se que, nos primeiros ciclos de selecédo, a
atividade dessa enzima é alta, reduzindo acentuadamente com o
progresso da selecdo, sendo que no C18 sua atividade € uma das mais
baixas (Figura 3).

4
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Figura 2. Resultado da andlise da atividade da enzima catalase (CAT) na raiz de
plantas em diferentes ciclos de selecdo do milho Saracura submetidas ao

alagamento. As barras indicam o erro padréo a 5 % de significancia
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Figura 3. Resultado da andlise da atividade da enzima peroxidase do guaiacol
(POD) na raiz de plantas em diferentes ciclos de selecdo do milho Saracura
submetidas ao alagamento. As barras indicam o erro padréo a 5 % de significancia

Finalmente, o H202 pode também ser desintoxicado pela APX que, ao
contrario da CAT e POD, teve sua atividade aumentada entre o C1 e 0 C18
(Figura 4). Essa enzima utiliza o ascorbato como doador especifico de
elétrons para reduzir o H202 a agua, gerando monodehidroascorbato e
esse, por sua vez, é regenerado novamente a ascorbato, mantendo,

assim, o sistema antioxidante ativo.
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Figura 4. Resultado da andlise da atividade da enzima peroxidase do ascorbato
(APX) na raiz de plantas em diferentes ciclos de selecdo do milho Saracura

submetidas ao alagamento. As barras indicam o erro padréo a 5 % de significancia

Discussao

Durante o processo de selecao do milho Saracura - BRS 4154, foi
observado um aumento na toleréncia ao encharcamento intermitente do
solo ao longo dos ciclos de selecdo. Dentre os varios mecanismos de
tolerancia ao estresse de oxigénio, verifica-se que a formacao de
aerénquima no cértex da raiz foi observada em plantas mais tolerantes
(Figura 1) e houve aumento do aerénquima & medida que os ciclos de
selecédo progrediram. Isso indica que esse mecanismo de defesa ao
estresse foi selecionado sob condi¢des de hipoxia, por conferir melhor
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adaptabilidade a planta. O aerénquima permite o aumento da oxigenacao
interna das raizes (oxigenacao dos tecidos), importante para manter o
metabolismo aerdbico, ainda que no meio ambiente esteja ocorrendo uma
situacao de hipoxia ou anoxia. Portanto, essa estratégia permite ao milho
Saracura crescer e sobreviver por periodos de tempo maiores que outras
cultivares que ndo apresentam tais estruturas. Os resultados mostram,
entdo, um aumento na tolerancia das plantas do C1 para C18 a ambientes
encharcados devido a uma melhor difusdo de oxigénio pelos tecidos da
raiz, o que € de vital importancia para o incremento da tolerancia das
plantas ao alagamento (VITORINO et al., 2001). Quando comparados aos
da variedade néo tolerante BR 107, os resultados estdo de acordo com
trabalhos anteriores, que relatam a superioridade do milho Saracura no
gue se refere a caracteristicas de tolerancia ao alagamento (ALVES et al.,
2002; PEREIRA et al., 2008; VITORINO et al., 2001).

Para o milho Saracura e outras espécies de plantas, estd amplamente
documentado que situagdes de déficit de oxigénio, como aquelas
causadas pelo encharcamento ou alagamento, promovem um estresse
oxidativo com acumulo de EROs. De acordo com BLOKHINA et al. (2003),
o0 acetaldeido, normalmente acumulado sob essa condicdo de estresse,
pode funcionar como doador de elétrons ativando o O2*- que, ao sofrer
dismutacédo pela acdo da enzima superoxido dismutase (SOD), forma
H202. Os niveis de H202, por sua vez, sdo regulados pela acédo da CAT e
por diversas peroxidases, entre elas a POD, e pela APX, uma enzima do
ciclo ascorbato-glutationa. Por outro lado, estd também documentado que,
em condi¢6es de alagamento, o acimulo de EROs pode produzir
aerénquima, um tecido especializado em armazenamento de oxigénio,
produzido pela apoptose celular desencadeada pelo horménio etileno
(DREW, 1997). Partindo dessa observacéao, verificou-se que, entre 0os
ciclos iniciais e finais de selec¢éo da cultivar Saracura, ocorre uma queda
na atividade das enzimas antioxidantes CAT e POD (Figuras 2 e 3). Como
essas enzimas, principalmente a CAT, sdo especializadas na remocao de
peroxidos toxicos das células quando esses estdo em altas concentragdes
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(MITTLER et al., 2004), os resultados sugerem que, quando a atividade
dessas enzimas diminui (o que foi verificado em plantas de ciclos de
selecdo mais adiantados), pode estar havendo certo acimulo de EROs.
Isso sugere que a atividade da APX néo foi suficiente para remocao de
H202, mesmo apresentando atividade aumentada a partir do C3 (Figura
4). Sendo essa uma enzima considerada de maior eficiéncia
(MADHUSUDHAN et al., 2003), poderia otimizar o controle do H202 nas
células que permaneceram vivas no cértex e nos demais tecidos
radiculares. Segundo Cakmak e Horst (1991), em plantas mantidas sob
condicbes de estresse, a reducéo na atividade da CAT indica que o H202
gerado é mais consumido em processos oxidativos, como na peroxidacao
de lipidios, do que eliminado no metabolismo.

No presente trabalho, € possivel que a acdo conjunta das trés enzimas nao
tenha sido mantida suficientemente elevada para a manutencéo do
equilibrio entre a formacéo e a remocéo do H202 do ambiente intracelular.
Essa condicéo, presente nos ciclos finais de sele¢éo, ainda que
caracterizasse uma condi¢do de um leve estresse oxidativo, foi
determinante para a formacao de aerénquimas, o que, em ultima analise,
foi benéfico ao conferir tolerdncia ao estresse.

Além desses efeitos no balan¢o entre acumulo e desintoxicacdo de EROs,
sabe-se que as isoenzimas anionicas da POD séo relacionadas a
formacéo de parede celular e & formacéao de lignina e suberina (FIELDES;
GERHARDT, 1998). Portanto, a queda na atividade dessa enzima pode ter
levado a reducéo na sintese de parede celular e de tecidos lignificados nas
raizes dos ultimos ciclos. Desse modo, é possivel que a reducao na
biossintese de parede celular possa estar relacionada a maior formacao de
camaras de aerénquima nas raizes de plantas selecionadas dos ultimos
ciclos em relacéo aos iniciais e a menor producéo de tecidos suberizados
nas raizes, como a camada de células suberizadas abaixo da epiderme e a
endoderme. Esses efeitos morfoldgicos foram encontrados para 0s
mesmos ciclos de selecdo do milho Saracura por Pereira et al. (2008),
sugerindo o possivel papel das isoformas anidénicas da POD durante a
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formacédo de aerénquima em raizes de milho Saracura.

Conclusoes

No presente caso, € possivel que a agdo conjunta das trés enzimas nao
tenha sido mantida suficientemente elevada para a manutencéo do
equilibrio entre a formacao e a remoc¢ao do H202 do ambiente intracelular.
Essa condicdo, presente nas plantas selecionadas nos ciclos finais de
selecéo, ainda que caracterizasse uma condic&o de um leve estresse
oxidativo, foi determinante para a formacéo de aerénquimas, o que, em
Ultima andlise, foi benéfico ao conferir tolerancia ao estresse.metaxilema
(DVM) ao longo dos ciclos de selecao (Figura 2D, 2 E, 2 F). O maior
didmetro de metaxilema foi encontrado na testemunha (66,50), o qual foi
estatisticamente semelhante aos dos ciclos 1, 3, 5 e 7. (Tabela 3). O C18,
juntamente com os ciclos 9, 11, 13, 15, e 17, resultou no menor diametro
(Tabela 3). Os ciclos 1 e 3 e a variedade sensivel BR 107 apresentaram as
maiores distancias entre os feixes vasculares (DVA) (Tabela 3) e foram
semelhantes entre si. Do C5 ao C18, houve uma diminuicdo nessa
disténcia, sendo que entre ciclos ndo foram detectadas diferencas. O C18,
em relacdo ao BR 107 e ao C1, apresentou, respectivamente, uma
reducéo de 15,49 % e 12,14 %.

O numero de células buliformes (NCB) da testemunha foi estatisticamente
semelhante ao dos ciclos 1, 3 e 5. A partir do C7 até o C18, as médias

foram iguais e com menores valores. O C18 teve diminui¢cao de 31,4 % em
relacdo a testemunha e de 30 % em relacéo ao ciclo 1 (Figura 2J, 2K, 2L).

Os didmetros das células buliformes também diminuiram ao longo dos
ciclos de selecéo (Tabela 3, Figura 2J, 2K, 2L). A testemunha e os ciclos 1,
3, 7 e 9 foram estatisticamente semelhantes entre si e corresponderam as
maiores médias.
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