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Etileno e peréxido de hidrogénio na formagao de aerénquima
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do etileno e do peroxido de hidrogénio (H,O,) na
formacao do aerénquima em ciclos de sele¢@o genética da cultivar de milho BRS 4154, sob alagamento. Plantas
dos ciclos C1 e C18 foram submetidas a alagamento por 7 dias, com coleta das raizes aos 0 (controle, sem
alagamento), 1 e 7 dias. Foram analisados: a expressdo génica das enzimas ACC sintase (ACS), ACC oxidase
(ACO), dismutase do superoxido (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX); a producao de etileno e o contetido
de H,0,; a atividade da enzima ACO; e a proporc¢ao de aerénquima no cortex. Nao houve expressao de ACS
e ACO. Houve variac¢ao na atividade de ACO e na producao de etileno. A expressao da SOD foi maior em
plantas C1 e a da APX, em C18, com reducdo aos 7 dias. O conteudo de H,O, ndo diferiu entre os tratamentos.
A proporg¢do de aerénquima aumentou com o tempo, tendo sido maior em plantas C18 e relacionada a taxa
de formagdo do aerénquima. O tempo de alagamento e o nivel de tolerancia do ciclo de selecdo influenciam a
producdo do etileno. A expressdo da APX indica maior produ¢do de H,0O, no inicio do alagamento.

Termos para indexacdo: Zea mays, anatomia radicular, atividade enzimatica, expressdo génica.

Ethylene and hydrogen peroxide in the aerenchyma formation
in maize tolerant to intermittent flooding

Abstract — The objective of this work was to evaluate the role of ethylene and hydrogen peroxide (H,O,) in
the aerenchyma formation in genetic selection cycles of the maize cultivar BRS 4154, under flooding. Plants
from cycles C1 and C18 were flooded for 7 days, with roots collected at 0 (control, no flooding), 1, and
7 days. The following were evaluated: gene expression of the enzymes ACC synthase (ACS), ACC oxidase
(ACO), superoxide dismutase (SOD), and ascorbate peroxidase (APX); ethylene production and H,O, content;
enzymatic activity of ACO; and aerenchyma proportion in the cortex. There was no expression of ACS and
ACO. ACO activity and ethylene production varied. SOD expression was higher in C1 plants and that of APX
in C18 plants, with reduction at 7 days. H,O, content did not differ between treatments. The proportion of
aerenchyma increased with time, being higher in C18 plants and related to the acrenchyma formation rate. The
flooding time and the tolerance level of the selection cycle influence ethylene production. The expression of
APX indicates greater H,O, production at the beginning of flooding.

Index terms: Zea mays, root anatomy, enzyme activity, gene expression.

Introducao ndo inundados das plantas, o que permite a respiragdo
aerdbica das células radiculares (Yamauchi et al., 2013).
De acordo com o mecanismo de formacdo, esse tecido

distingue-se em: esquizdgeno, no qual had crescimento

O alagamento do solo ¢ umas das principais
restricdes a producdo agricola e afeta cerca de 10%

da superficie terrestre (Patel et al., 2014), em razdo
da redugdo na concentragdo de gases no solo, o que
resulta em hipoxia ou anoxia (Sairam et al., 2008).
Em plantas tolerantes, uma das estratégias comuns ¢é
a formagdo de aerénquima, um tecido vegetal com alta
proporcao de espagos intercelulares (Evans, 2004), que
facilita a difusdo de gases entre os 6rgdos inundados e

diferencial e separacdo das células com a desmontagem
da lamela média (Evans, 2004), sem morte celular;
lisigeno, no qual ocorre morte celular e subsequente lise de
algumas células (Yamauchi et al., 2013); e expansigeno,
formado pela expansdo de espagos por meio de divisdo
e crescimento celular, sem separagdo das células e com
colapso ou morte celular (Seago Jr et al., 2005).
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Em milho (Zea mays L.), uma planta sensivel a
hipoxia, ha formagao de aerénquima lisigeno no cortex
da raiz, induzida por esse estresse. Nesse contexto,
a cultivar BRS 4154, anteriormente denominada
BR 4154 (Saracura), ¢ resistente a periodos
intermitentes de alagamento, em que o aerénquima ¢ a
estrutura fundamental para esta resposta (Pereira et al.,
2008, 2010; Souza et al., 2009, 2011).

Para a formacdo de aerénquima lisigeno em milho, a
deficiéncia de oxigénio estimula a produgdo de etileno
(Geisler-Lee et al., 2010), que regula a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que, por sua
vez, leva a morte celular programada (Yamauchi et al.,
2013). Além disso, ha indicios da relagdo direta entre
a formacdo de EROs e o surgimento do aerénquima
(Steffens et al., 2013), uma vez que a produgdo dessas
moléculas, principalmente do perdxido de hidrogénio
(H,0,), por complexos enzimdticos, ¢ induzida em
condi¢des de hipoxia e pode levar a morte celular
(Yamauchi et al., 2013).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de milho,
com 75 milhoes de toneladas previstas para 2014/2015
pelo United States Department of Agriculture (Estados
Unidos, 2015) e aproximadamente 15 milhdes de
hectares de area plantada (Acompanhamento..., 2015).
No entanto, aproximadamente 28 milhdes de hectares
de terras com potencial agricola do Pais s3o suscetiveis
ao alagamento (Vitorino et al., 2001). Assim, estudos
que favorecam a compreensdo dos mecanismos de
formacdo do aerénquima em milho 'BRS 4154' sdo
fundamentais na exploragdo do potencial de tolerancia
desta cultivar, que atende a demanda de plantio em
regides de varzea no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel
do etileno e do peréxido de hidrogénio (H,O,) na
formagao do aerénquima em ciclos de selecdo genética
da cultivar de milho BRS 4154, sob alagamento.

Material e Métodos

O material vegetal, disponibilizado pela Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, consistiu de
sementes provenientes de ciclos de selecdo anual da
cultivar de milho BRS 4154, com niveis contrastantes
de tolerancia ao alagamento: C1, menos tolerante; e
C18, mais tolerante.

A germinacao das sementes ocorreu em 2014, em
vasos de 4,0 L, que continham vermiculita expandida
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em condigdes de umidade, temperatura e luminosidade
ambientes, em casa de vegetacdo, no Departamento de
Ciéncias do Solo, da Universidade Federal de Lavras.
A fertilizagdo foi realizada com solugdo nutritiva de
acordo com Malavolta (1980), no momento do plantio
e em duas aplicagdes posteriores, durante 2 semanas.
Irrigag@o normal foi realizada regularmente, tendo-se
mantido a capacidade de vaso. Foram semeadas seis
sementes por vaso, com posterior desbaste para quatro
plantas no inicio dos tratamentos.

Os vasos com as plantas no estddio V6 foram
alagados, com lamina de agua na altura da primeira
folha, durante 7 dias, tendo-se mantido condi¢des
acima da capacidade de campo do substrato, com
coletas aos 0 (sem alagamento), 1 e 7 dias. A montagem
do experimento foi realizada em delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x3
(ciclos de selegdo x tempo de alagamento), com um
vaso por parcela e trés repetigoes.

Para a extragdo do RNA, raizes completas foram
maceradas em nitrogénio liquido, com adi¢do do
reagente PureLink RNA Plant (Life Technologies,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as
especificagoes do fabricante. Realizou-se eletroforese
em gel de agarose 1,5% corado com GelRed e analise
em espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare Life
Sciences, Sao Paulo, SP), para avaliar a integridade
e a pureza do RNA. Em seguida, as amostras foram
tratadas com DNase-Free, com uso do kit Ambion
DNase-Free (Life Technologies, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A eficiéncia do tratamento com DNAse foi
comprovada por reacao de PCR convencional, tendo-se
utilizado como controle positivo todas as amostras do
milho e o iniciador correspondente ao gene ubiquitina.

Realizou-se a sintese de cDNA com uso do kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription cDNA (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. Os iniciadores
foram selecionados com base em Gallie et al. (2009)
e Geisler-Lee et al. (2010) (Tabela 1), tendo-se
considerado duas enzimas da rota biossintética do
etileno: 4cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano
(ACC) sintase (ACS) (EC 4.4.1.14) e oxidase
(ACO) (EC 1.14.17.4); e duas enzimas do sistema
antioxidante: dismutase do superéxido (SOD) (EC
1.15.1.1) e peroxidase do ascorbato (APX) (EC
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1.11.1.11), importantes no mecanismo de remoc¢ao do
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs).

A qRT-PCR foi realizada por meio do real-time PCR
System 7500 (Applied Biosystems, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), com uso do SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) e das amostras de cDNAs
sintetizadas. As condigdes térmicas da reacdo foram:
2 min a 50°C; 10 min a 95°C, seguidos de 40 ciclos
de 15 s a 95°C; e 1 min a 60°C; e, ao final, 15 s a
95°C. Os dados foram coletados e armazenados no
programa 7500 Fast, versao 2.1 (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Os controles
negativos (4gua) e endogenos foram incluidos
em todas as analises, realizadas em triplicatas.
Os resultados foram normalizados com uso do “cycle
threshold” (CT), ou seja, do ciclo limiar, obtidos pela
expressdo do gene de referéncia ubiquitina. O CT
foi determinado pelo niimero de ciclos no qual a
fluorescéncia gerada dentro de uma reagdo cruza a
linha de base (“threshold”). Foi utilizado o método do
CT comparativo. As curvas padrdes para os genes em
estudo foram geradas a partir das seguintes dilui¢des:
1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. Este procedimento
também permitiu a definicdo da melhor diluicdo de
cDNA utilizada em cada reagdo, a qual foi de 1:5.
As amostras de menor expressdo, para cada gene,
foram utilizadas como amostras calibradoras, ¢ o
método utilizado para medir a expressdo relativa foi o
método da curva padrio relativo, descrito no manual
do aparelho (Applied Biosystems, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). Para calcular o nivel de expressio
dos genes de interesse, foram considerados: Ct,
aumento exponencial do produto de PCR do gene alvo

e controle enddgeno; ACt = Ct (amostra) - Ct (controle
endogeno); e AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador).
Em seguida, o nivel de expressdo foi calculado pela
formula: RQ = 2-24¢,

A atividade enzimatica de ACC oxidase foi
determinada por meio da produgdo de etileno apods
1 hora de incubagdo de uma solugdo com extrato
das raizes e de ACC. O processo de extragdo foi
modificado a partir de Britsch & Grisebach (1986), em
que 0,5 g de material vegetal fresco (raizes completas)
foi macerado com nitrogénio liquido e solugdo tampao
de extragdo contendo Tris 0,1 mol L' (pH 7,2),
glicerol 10% (v/v), ascorbato de s6dio 30 mmol L
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (m/v).
Posteriormente, realizou-se centrifugacao a 28.000 g,
por 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado para o
ensaio enzimatico.

O ensaio enzimatico foi realizado de acordo com
Fernandez-Maculet & Yang (1992), com modificagdes,
em que foram adicionados 1,7 mL da solucdo tampéo
de extra¢do (sem PVPP), FeSO, 50 umol L' e ACC
1,0 mmol L' a 0,2 mL do extrato. Em seguida, foi
realizada incubagdo em banho-maria a 30°C, por 1 hora,
em tubos vedados. Amostras de 10 mL da atmosfera
interna de cada tubo foram coletadas com auxilio de
seringa Gastight (Hamilton Storage Technologies,
Franklin, MA, EUA) e transferidas para tubos de
vacuo timer (CK, Sdo Paulo, SP). Posteriormente, a
concentracdo de etileno produzida foi determinada com
uso de cromatografo gasoso CG-2010 Plus (Shimadzu
do Brasil, Sao Paulo, SP), com detector de ionizacdo de
chamas e coluna Carboxen (50946-03A). As condigdes
utilizadas na analise foram: sistema de injecao splitless;
volume de inje¢ao de 10 mL; temperatura do injetor de

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados na analise de qRT-PCR em raizes de milho (Zea mays) 'BRS 4154' submetidas

ao alagamento®V.

Gene Identificagdo Sequéncia 5’----------- 3’

ZmACS2 ACC sintase F ATCGCGTACAGCCTCTCCAAGGA R GATAGTCTTTTGTCAACCATCCCATAGA
ZmACS6 ACC sintase F  AGCTGTGGAAGAAGGTGGTCTTCGAGGT R AGTACGTGACCGTGGTTTCTATGA
ZmACS7 ACC sintase F ATCGCGTACAGCCTCTCCAAGGA R CAACGTCTCTGTCACTCTGTGTAATGT
ZmACO15 ACC oxidase F CTCGTCTTCGATCAATTCCCAAGT R TACATTATCATTATTTCTCCGGCTGT
ZmACO20 ACC oxidase F CTCATCCTGCTGCTCCAGGACGAC R TCCACGATACACGCATAACCACCGT
ZmACO31 ACC oxidase F CTCGTCTTCGATCAATTCCCAAGT R ATAGCAAAGAGGGCAACTAGCTAGT
ZmACO35 ACC oxidase F CTCATCCTGCTGCTCCAGGACGAC R ACACACATAACTGTGCCACTATAAGCA
Ubiquitina (UBI)® Controle enddgeno F GTCAGTAAGTCATGGGTCGT R ACA TAATGAGCACAGGCTTT
SOD4® Dismutase do superoxido F TGGAGCACCAGAAGATGA R CTCGTGTCCACCCTTTCC
cAPX® Peroxidase do ascorbato R TGAGCGACCAGGACATTG F GAGGGCTTTGTCACTTGGT

(F, sequéncia do iniciador direto; R, sequéncia do iniciador inverso. ®Iniciadores que amplificaram nas raizes de milho 'BRS 4154' nas condigdes estudadas.
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150°C; temperatura do detector de 245°C; temperatura
do forno de 150°C; e gases H,, ar sintético ¢ N,, com
fluxos de 45, 400 e 45 mL min’!, respectivamente.
A rampa de aquecimento utilizada foi de 120°C por
1 min, mais 25°C até 230°C por 5 min, com tempo total
da corrida de 10,40 min. No calculo da producao de
etileno, levou-se em considera¢do a massa fresca das
raizes e o tempo de acumulo de etileno. Os resultados
foram expressos em uL. C,H, h'! kg,

A determinacdo da produgdo de etileno pelas raizes
foi realizada de acordo com Geisler-Lee et al. (2010),
com modificagdes: raizes completas, destacadas, foram
pesadas em balanga analitica e colocadas em frascos
de vidro com cerca de 0,5 mL de agua deionizada.
Os frascos foram vedados e incubados durante 2 horas.
Com auxilio de seringa Gastight (Hamilton Storage
Technologies, Franklin, MA, EUA), foram coletados
10 mL da atmosfera interna de cada frasco (amostra),
que foi transferida para tubos de vacuo timer (CK,
Sdo Paulo, SP) de 10 mL. A produgao de etileno foi
determinada como descrito anteriormente.

O contetido de H,O, foi obtido de acordo com
Velikovaetal. (2000). Para a extragdo, 200 mg de tecido
vegetal fresco (raizes completas) foram macerados em
nitrogénio liquido, homogeneizados em 1,5 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugados a
12.000 g por 15 min, a 4°C.

Em seguida, adicionou-se a 45 pL de extrato um
meio de reagdo que continha 45 pL. de tampao fosfato
de potassio 10 mmol L' (pH 7) e 90 uL de iodeto de
potassio 1,0 mol L. A determinagdo do conteudo de
H,0, ocorreu por meio da leitura da absorbancia em
390 nm e da elaboragdo de curva-padrio de calibragio
construida a partir de solugao de H,O, 250 umol L,
com R?=0,9932.

Para as analises anatOomicas, raizes completas
foram fixadas em solucdo de formaldeido, &cido
acético e etanol a 70% (FAA) por 72 horas e, entdo,
preservadas em etanol a 70%. Para as analises,
o material foi submetido a uma série etanolica
crescente para desidratagdao (70, 80, 90 e 100%),
em temperatura ambiente, de acordo com Johansen
(1940), com modificagdes. Posteriormente, o material
foi imerso, por 24 horas, em solucdo de pré-infiltragao,
composta por etanol 100% e resina base (1:1), tendo-
se utilizado o kit HistoResin (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha), seguindo as instru¢des do
fabricante. Apos esse periodo, realizou-se a infiltragdo
em resina base por mais 24 horas, a 4°C. Para a
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polimerizagdo, também foi utilizado o kit HistoResin
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). Sec¢des
transversais (fragmentos de 1,0 cm removidos a partir
de 10 cm do 4apice) foram realizadas em micrétomo
rotativo semiautomatico, em espessura de 8 um, e, em
seguida, coradas em solucdo de azul de toluidina 1%,
pH 6,7 (Feder & O’Brien, 1968).

Aslaminas foram fotografadas com camera AxioCam
Erc 5s (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplada
ao microscopio Axio Lab.Al (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha), ¢ as analises de micromorfometria foram
realizadas no programa de andlise de imagens Image
Tool, versdo 3.0 (University of Texas Health Science
Center, San Antonio, TX, EUA). Foi confeccionada
uma lamina por repeti¢do, nas quais seis campos
de observagdo foram analisados e fotografados.
A propor¢do da area ocupada pelo aerénquima no
cortex foi calculada com base na divisdo da area total
de aerénquima formado pela area total do cortex.

Para estimar a taxa de formagdo de aerénquima
(TFA) ao longo do tempo, considerou-se a propor¢ao
de aerénquima, tendo como base a equacgdo da taxa de
crescimento absoluto, TFA = PA, - PA,/ t, (Benincasa,
2003), em que PA ¢é a propor¢ao de aerénquima; t € o
tempo em dias; e 1 e 2 s80 as amostras sucessivas.

Foram calculados a média e o desvio-padrdo para
todas as variaveis analisadas. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e
a transformacgdo In(x) foi aplicada aos dados sem
distribui¢dao normal.

Os dados foram submetidos a analise de variancia,
e as médias foram testadas pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade, com auxilio do programa
estatistico Sisvar (Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG).

Resultados e Discussao

Os genes de ACS (EC 4.4.1.14) ¢ ACO (EC
1.14.17.4) nao foram expressos nas condi¢des
experimentais avaliadas e com as concentragdes
das amostras e dos iniciadores utilizadas, embora a
extragdo com PureLink RNA Plant tenha gerado RNAs
totais de qualidade, integros e livres de impurezas,
e a amplificagdo, com uso dos iniciadores do gene
constitutivo, tenha mostrado alta viabilidade dos
cDNAs construidos. Como a codificagdo dos genes
dessas enzimas pode ser diferencialmente regulada
por uma complexa rede de sinais ambientais e de
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desenvolvimento (Vandenbussche et al., 2012), pode-
se inferir que, nas condi¢des analisadas, a expressdo
das sequéncias selecionadas nao foi estimulada.
Fatores epigenéticos podem ter influenciado os niveis
de expressdo, o que pode ter levado a inativagdo do
gene por inibi¢do da transcricdo ou do acumulo do
RNAm. Esse fendmeno, denominado silenciamento
de genes, pode ser influenciado pelo local de inser¢io
do transgene e estd associado a metilagio do DNA
receptor, as variacdes de histonas e as modificagdes
pos-traducionais de histonas (Chinnusamy & Zhu,
2009). A expressdo desses genes foi constatada por
Geisler-Lee et al. (2010), ao analisar raizes de milho da
linhagem B73 (sensivel ao estresse hidrico) expostas a
4% de oxigénio, o que pode ser atribuido a cultivar e as
condi¢des experimentais.

Em relagdo a atividade de ACO (Figura 1), ndo
houve interagdo entre os fatores tempo de alagamento

140+

._‘
N
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Atividade da ACO (uL C,H, h" kg)
2 o ®
A R
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0 T |
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Figura 1. Atividade enzimatica da ACC oxidase em raizes
de milho (Zea mays) BRS 4154, nos ciclos de selecdo C1
e C18, submetidas ao alagamento, determinada por meio
da producdo de etileno ap6s 1 hora de incubag@o. As barras
indicam erro-padrao da média.

e ciclo de sele¢do. Verificou-se, no entanto, maior
atividade aos 7 dias de alagamento, o que evidencia
a participacdo dessa enzima no processo de formagéo
de aerénquima lisigeno induzido por hipoxia, como
relato por Yamauchi et al. (2013). Apesar da expressao
dos genes da enzima ACO ndo ter sido detectada, sua
atividade foi afetada pelo alagamento. As vezes, os
resultados obtidos em analises de transcriptdmica nao
coincidem com os da analise protedmica. Dessa forma,
uma mesma proteina pode ser codificada por diferentes
sequéncias de nucleotideos. Conforme D’Onofrio &
Abel (2014), duas linhas independentes coexistem na
mesma sequéncia de nucleotideos, em decorréncia da
redundancia do codigo genético. Para estes autores, ter
multiplos codigos de codons que prescrevam o mesmo
aminoacido permite que qualquer dessas prescri¢cdes
redundantes tenha uma codificagdo alternativa, que
pode produzir fungdes diferentes. No presente trabalho,
analisou-se apenas uma sequéncia de nucleotideos
para cada RNAm, o que pode ter contribuido para os
resultados observados, uma vez que outras sequéncias
podem participar na codificagdo de ACO.

Os resultados de produgdo de etileno ndo mostraram
interagdo entre as variaveis tempo e ciclo de selecao.
Observou-se aumento na produgdo de etileno em
condicdes alagadas (Tabela 2), que foi maior em plantas
C18 no primeiro dia e em plantas C1 no sétimo dia de
avaliag@o. Assim, embora C18 ndo tenha apresentado
a maior producdo de etileno, esta foi estimulada mais
rapidamente, o que pode representar adaptagdo para
tolerancia ao alagamento. Geisler-Lee et al. (2010), ao
avaliar raizes de milho da linhagem B73 submetidas a
4% de oxigénio, constataram aumento na producdo de
etileno por até 12 horas da imposigdo dos tratamentos,
mas redugdo a partir de 24 horas. No entanto, segundo
esses autores, a formagdo continuada de aerénquima
por pelo menos 4 dias ¢ indicagdo de que a sintese de
etileno estava em curso durante esse periodo. De modo
semelhante, houve reducdo na producdo de etileno

Tabela 2. Producdo de etileno e conteudo de peroxido de hidrogénio em raizes de milho (Zea mays) 'BRS 4154' submetidas

ao alagamento por 0, 1 ¢ 7 dias®.

Ciclos de sele¢ao

Produgdo de etileno (uL C,H, h'! kg™)

Peroxido de hidrogénio (nmol H,O, mg' de MF)

0 dia 1 dia 7 dias 0 dia 1 dia 7 dias
Cl 0,00+0,00 4,22+0,47 469,10+278,24 0,28+0,00 0,25+0,00 0,37+0,10
Cl18 0,00+0,00 271,38+268,09 107,77+£52,04 0,27+0,03 0,24+0,02 0,29+0,03

MF, matéria fresca.
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nas raizes de C18 aos 7 dias, enquanto a indugdo de
aerénquima permaneceu.

O aumento na atividade de ACO em C1 no inicio
do alagamento foi acompanhado pelo aumento na
produgdo de etileno ao longo do tempo. Em C18,
enquanto a atividade enzimatica apresentou redu¢ao no
primeiro dia e aumento no sétimo dia de alagamento, a
producao de etileno aumentou no inicio do alagamento
e reduziu ao final do periodo avaliado. Nesse caso,
pode-se concluir que a produgdo de etileno inicial foi
resultado da maior atividade da enzima nos momentos
iniciais do alagamento. Nesse sentido, Geisler-Lee
et al. (2010) verificaram aumento na producdo de
etileno em raizes de milho a partir de 3 horas de
exposicao a 4% de oxigénio. No entanto, no presente
trabalho, ndo foram avaliadas a producao de etileno ¢ a
atividade de ACO nos momentos iniciais. Em relagdo
a queda na producao de etileno em C18, é possivel que
a concentracdo de ACC como substrato possa ter sido
um fator limitante, uma vez que a atividade de ACO
foi alta. Vandenbussche et al. (2012) afirmaram que a
atividade de ACO pode ser indicativa da produgéo de
etileno; porém, esta dependerd, também, da presenca
de ACC.

Quanto a expressdo da SOD e da APX, houve
variagdo entre os ciclos de selecdo ao longo do tempo
de alagamento (Figura 2). Quando se considera o ciclo
de selecdo, a expressao da SOD foi maior em CI,
enquanto a da APX foi maior em C18. Em relag@o ao
tempo de alagamento, houve aumento da expressdo
em SOD e APX apo6s 1 dia, com posterior redugao em
7 dias de hipoxia.

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa
contra niveis elevados de EROs, por remover ion
superoxido (O,7) e por catalizar sua dismutagdo em
H,0, e O, (Gill & Tuteja, 2010). Em razao do estresse
provocado pelo alagamento e¢ da menor tolerancia
de C1, pode-se inferir que, nessas plantas, a maior
expressdo da SOD representou resposta de defesa
contra os danos provocados pelo O,", a qual ndo foi
observada em C18. Quanto ao tempo de alagamento,
Porto et al. (2013) constataram reducdo na expressao de
SOD em mesocotilo de plantas C18 alagadas por até 7
dias. Isso mostra que a SOD pode apresentar variagdes
em sua expressao ¢ sintetizar diferentes numeros de
isoformas de acordo com o tecido, a espécie e o tipo de
estresse (Zanandrea et al., 2009).
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A enzima APX desempenha um dos papéis mais
importantes na eliminagdo de EROs e na protegao das
células vegetais, por atuar sobre o H,0O,, com formagéo
de agua (Gill & Tuteja, 2010). A sua maior expressdo
em C18 pode ser indicio de aumento na produgdo de
H,0,, que, possivelmente, participe nos processos
de sinalizacdo, para formagdo de aerénquima por
meio de morte celular programada. Entretanto, a
redugdo de sua atividade aos 7 dias de alagamento
provavelmente resultou na menor producdo de H,O,,
em virtude da reducdo no nimero de células do cortex
radicular pela formag¢do do aerénquima. Condigdes
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Figura 2. Perfil da expressao relativa quantitativa dos genes
SOD4 (A) e cAPX (B) em raizes de milho (Zea mays)
'BRS 4154', nos ciclos de selecdo C1 e C18, submetidas ao
alagamento. As barras indicam erro-padrao.
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de hipoxia estimulam a producdo de H,O, (Blokhina
et al., 2003). Segundo estes autores, o acetaldeido
normalmente acumulado sob essas condi¢cdes pode
funcionar como doador de elétrons e ativar o O, que,
ao sofrer dismutacdo pela agdo da SOD, forma H,0,,
cujo conteudo nas células é regulado pela acdo da
catalase e por diversas peroxidases, entre elas a APX.
Além disso, essas moléculas podem ser geradas por
complexos enzimaticos (Apel & Hirt, 2004).

Em milho 'BRS 4154, sugere-se que o papel das
EROs seja importante na formagdo de aerénquima
(Steffens et al., 2013), j& que as moléculas avaliadas
seriam produzidas pelas plantas em resposta a hipoxia,
0 que seria uma alternativa ao aumento na produgio
de etileno, como estratégia de maior toleradncia ao
alagamento.

Nao houve interagdo entre as variaveis tempo e
ciclo de sele¢cdo para o conteudo de H,O, nas raizes
(Tabela 2); portanto, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos. A auséncia de variagdo na
produgdo de H,O, pode ser resultado da redugdo no
nimero de células corticais radiculares, em razdo da
formagdo de aerénquima na condi¢do alagada e da
possivel acdo da APX em CI e C18 apo6s 24 horas
de alagamento. Pereira et al. (2010) relacionaram
0 aumento na propor¢do de aerénquima no cortex
radicular de milho 'BRS 4154' a uma menor produgao
de EROs nos ciclos finais de sele¢do, uma vez que
haveria melhor difusdo de O, pela raiz, o que resultaria
em menor produgdo de H,O,. Além disso, a formacdo
de espagos de ar em decorréncia do desenvolvimento
de aerénquimas reduz a quantidade de células e,
consequentemente, os locais de producdo de EROs, o
que pode ter ocorrido no presente trabalho.

Quanto a proporgao de aerénquima, houve interagao
significativa entre as varidveis, com aumento ao
longo do tempo ¢ maior proporg¢do em C18 (Tabela 3
e Figura 3). As variagdes observadas na propor¢ido
de aerénquima entre os ciclos de sele¢do podem ser
relacionadas a TFA, que foi obtida a partir do segundo
dia de avaliacao.

A maior TFA ocorreu nas primeiras 24 horas de
alagamento em todas as plantas analisadas, tendo
sido maior em CI18, ciclo com maior potencial de
tolerancia (Figura 4). Em seguida, a TFA apresentou
reducdo em Cl1, enquanto, em CI18, continuou a
crescer. De modo semelhante, Pereira et al. (2008,
2010) e Souza et al. (2009) verificaram aumento na

propor¢ao de aerénquima no cortex radicular do milho
'BRS 4154', com maior capacidade de desenvolver
aerénquima nos ultimos ciclos de sele¢do, quando
comparado ao grupo controle e aos ciclos anteriores
de selegdo. Contudo, o tempo de exposicdo ao
alagamento, a fase de desenvolvimento das plantas
e as condigdes experimentais foram diferentes dos
utilizados no presente trabalho. Apesar disso, 0 maior
desenvolvimento de aerénquima nas raizes do milho
'BRS 4154', principalmente nos ciclos finais, foi uma
resposta comum entre os estudos.

O maior incremento na TFA com 1 dia de
alagamento coincidiu com a maior expressdo de APX,
provavelmente relacionada a uma elevagdo na producao
de H,O, nesse momento, o que indica participagdo
dessa molécula na formagdo inicial de aerénquima.
O aumento na produgao de etileno em C18 também foi
evidente nesse periodo, o que mostra que o horménio
pode ser relacionado a indugao de aerénquima no ciclo
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Figura 3. Secgdes transversais de raizes de milho (Zea mays)
que evidenciam a propor¢do de aecrénquima no cortex. Ciclos
de selegdo C1 (A, C, E) e C18 (B, D, F), submetidos a 0 (A,
B), 1 (C, D) e 7 (E, F) dias de alagamento. ae, acrénquima;
en, endoderme; ep, epiderme; ex, exoderme. Barras = 50 um.
Aumento de 20x.
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Tabela 3. Propor¢do de area ocupada por aerénquima em
relagdo a area total do cortex radicular de ciclos de selegdo
de milho (Zea mays) 'BRS 4154' submetido ao alagamento
por 0, 1 ¢ 7 dias®,

Ciclos de selegio  Area ocupada pelo aerénquima (%) Média
0 dia 1 dia 7 dias

Cl 0,57Ab 7,54Ba 6,34Ba 4,82B

C18 0,45Ac 14,96Ab 42,79Aa 19,40A

Média 0,51¢c 11,09b 24,57a

(UMédias seguidas de letras iguais, minusculas nas linhas e maifisculas nas
colunas, nao diferem pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

0,18

0,16 °

0,14+
K 0,121
0,101
0,081

0,06+

no cortex (% dia™)

0,04+

Taxa de formagdo de aerénquima

0,02+
0,001

0 I 7

Dias de alagamento

| —e—Dias vs. Cl1 o~ Dias vs CI8 |

Figura 4. Taxa de formagdo de aerénquima em raizes de
ciclos de selecdo de milho (Zea mays) 'BRS 4154', em
rela¢do ao tempo de alagamento.

mais tolerante. Porém, o continuo aumento na TFA
em C18 pode ser resultante da maior sensibilidade das
células ao etileno, como resposta de maior tolerancia
ao alagamento.

Conclusoes

1. O tempo de alagamento e o nivel de tolerdncia
do ciclo de selegdao genética influenciam a produgao
do etileno, na via de sinalizagdo para inducdo de
aerénquima lisigeno em milho (Zea mays) 'BRS 4154,

2. A expressdo da peroxidase do ascorbato indica
maior producdo de peroxido de hidrogénio no inicio
do alagamento.
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