Alteracdes em Pigmentos e Danos em Membranas de Milho
Submetido ao Déficit Hidrico.
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Introducgéo
O déficit hidrico ocorre na maioria das areas agricultaveis, sujeitas a distribuicao irregular
das chuvas sendo um dos fatores ambientais mais importantes na limitagao da atividade
fotossintética (Boyer, 1996). Em milho, quando o déficit hidrico ocorre na fase de
florescimento, as perdas na produgéo de grdos podem ultrapassar 50%(Durées et al., 1999).
Durante condi¢des de estresse hidrico, a atividade fotossintética decresce
principalmente devido ao fechamento dos estdmatos. Segundo Allen et al. (1989), a
resisténcia estomatica esta condicionada também a disponibilidade de agua no solo, a
luminosidade e as demandas hidricas determinada pelas condicdes ambientais. A
medida que o estresse progride, alteracdes bioquimicas podem limitar a atividade
fotossintética mais diretamente, resultando em danos oxidativos nas células. O
estresse por déficit hidrico gera espécies reativas de oxigénio, os quais desencadeiam
processos de peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares (Smirnoff, 1993;
Schwanz e Polle, 2001). Price e Hendry (1991) verificaram aumento na producéo de
lipoperdxidos em diversas espécies de gramineas submetidas ao déficit hidrico.
Entretanto, a peroxidacao de lipidios de membrana néo € o Unico evento que reflete
os danos oxidativos, pois moléculas de DNA, proteinas e pigmentos também podem
ser afetados pelo estresse oxidativo (Smirnoff, 1993). Em folhas de trigo submetidas a
seca foi observado declinio no contetdo de luteinas, neoxantinas, beta caroteno,
clorofila a e na razdo clo a/b (Loggini et al, 1999).
Este trabalho teve por objetivo avaliar as alteracGes na peroxidacéo lipidica, nos
pigmentos cloroplastidicos e na resisténcia estomatica na linhagem de milho L13.1.2,
submetida a diferentes niveis de déficit hidrico, durante o periodo de florescimento.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG,
utilizando a linhagem de milho, L 13.1.2, oriunda do programa de melhoramento de
tolerancia a seca. Para o tratamento de déficit hidrico as plantas foram submetidas a
quatro niveis de &gua disponivel no solo: -0,010 MPa (100% agua disponivel total,
ADT), -0,024 MPa (80% ADT), -0,048 MPa (65% ADT), e -0,10 MPa (50% ADT).
O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticdes.



O experimento foi conduzido em estufa, em vasos de 20 kg contendo Latossolo
Vermelho Amarelo, textura média. Valores de retengdo de umidade deste solo foram
previamente determinados para se definir a quantidade de &gua a ser adicionada aos
vasos, utilizando um minilisimetro de pesagem.
Os tratamentos de déficit hidrico foram impostos na fase de emborrachamento, por
meio de controle da irrigacdo, até a fase de florescimento completo (masculino e
feminino).
Para determinacdo do conteudo relativo de agua, fragmentos de folhas foram pesados
imediatamente apds a remocao, para obtencdo da matéria fresca. Em seguida, 0s
fragmentos foram colocados para flutuar em agua deionizada por 24 horas e entdo
pesados, para obtencdo da massa turgida. A seguir, as amostras foram colocadas em
estufa a 75°C por 72 horas, para obtencdao da matéria seca. A partir desses dados foi
calculado o contetdo relativo de agua, de acordo com a formula: CRA= Massa
fresca — massa seca x 100

Massa turgida — massa seca
As medidas de resisténcia estomatica e transpiracao foram realizadas na face abaxial
da dltima folha totalmente expandida, em trés plantas por parcela, utilizando-se o
porémetro de difusdo da LICOR, modelo LI 1600. As leituras foram feitas ao final da
imposicao do déficit hidrico, no horario compreendido entre 9 e 10 horas.
Para a determinacdo do teor de clorofilas (a e b) e carotendides, uma amostra de100
mg (MF) do tecido foliar foi retirada e macerada em 5 mL de acetona 80%,
completando-se o volume para 10 mL. Os extratos foram centrifugados a 4000 g e as
leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 470, 646 e 663 nm, segundo
procedimento descrito por Lichtenthaler & Wellburn (1983).
A estimativa da peroxidacdo de lipidios das membranas foi determinada pela medida
do contetido de malondialdeido (MDA), um subproduto da peroxidacéo lipidica. Os
niveis de peroxidagdo lipidica em extrato de folhas de milho foram expressos como
teor de MDA, determinado pelo método de TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico). Foram macerados amostras de 200 mg de massa fresca (MF) de
tecido foliar em 5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e polivinil polipirrolidona
(PVPP) na proporcéo de 1:1,5 (p/p). O homogenato foi centrifugado a 4000 g por 30
minutos retirando-se do sobrenadante uma aliquota de 1,0 mL e misturando-se 4,0
mL da mistura TCA 10% contendo TBA (&cido tiobarbitarico). Essa mistura foi
fervida a 950C por 15 minutos, seguindo-se de rapido resfriamento em gelo. A
absorbancia do sobrenadante foi lida a 535 e 600 nm segundo procedimento descrito
por Dhinda. et al. (1981).

Resultado e Discussdo
Os decréscimos no conteudo relativo de 4gua (CRA) (Figura 1A) foram
acompanhados por aumentos na resisténcia estomatica (Figura 1 B) e no conteudo de
malondialdeido (Figura 2B) e por reducdo no conteudo das clorofilas a e b (Figura 2
A). O controle da abertura estomatica para restringir 0s danos aos tecidos, como
resultado da limitacdo de agua, € de grande importancia para as plantas, sendo um dos
primeiros mecanismos de defesa contra a dessecacao (Chaves, 1991). Segundo
Ludlow e Muchow (1990), alta sensibilidade estomatica ao estado hidrico foliar é
considerado um atributo desejavel para culturas convivendo com limitagdo hidrica,
pois além de reduzir a perda de dgua e diminuir a probabilidade de dessecacéo,
apresenta reversibilidade quando o estresse hidrico € dissipado. Os dados obtidos



neste trabalho sugerem que a maior resisténcia dos estdbmatos as trocas gasosas
detectadas a partir do potencial hidrico do solo de -0,048 MPa (Figura 1B), tenha
levado a decréscimo na concentracao intercelular de CO2 e reducdo da assimilacdo
deste gas. Ha evidéncias que sob condicdes de estresse, com baixa concentracao
intercelular de CO2, uma grande proporc¢do do fluxo de elétrons é desviada da
assimilacdo de COz para a reducgéo de O2. A partir de medidas de parametros de
fluorescéncia e calculo do rendimento quantico do fluxo de elétrons, Cornic e
Briantais (1991) concluiram que a alocacdo de elétrons para o0 oxigénio aumenta,
durante a dessecacdo foliar, como conseqiiéncia de decréscimo na concentracao
intercelular de CO2. A limitacdo da absorcdo de CO2 pelo déficit hidrico pode,
portanto, aumentar a formacdo de espécies de oxigénio reduzido e, conseqiientemente
seu potencial para causar danos ao aparato fotossintético (Lawlor, 1995). Nestas
condices, nas folhas de milho sob niveis de estresse mais dréstico ocorreu a
diminuicdo na transpiracao, paralelo ao processo lipoperoxidativo.

—
8 =
104 Y- DRIE. BR417 X - 476404 X 2 g 20 E Vo025 417022 X
R -0l o R 2=0976
L
o o 154
Canl
#
é . oo
o a2z~ . g
<ﬁ < -
.h\
T -
g o]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
oEt efz opd 0ge  egd G40 edz oEt efz opd 0ge  egd G40 edz

Fotedcial Hldrico do adle (-fd Fa) Fotedcidl Hldrico do adlo (-fd Fa)

Figura 1. Alteracdes no contetdo relativo de agua (CRA) (A) e na resisténcia estomatica
(B), em folhas de milho da linhagem L13.1.2, em fungdo do potencial hidrico do solo, ao
final do periodo de imposicdo dos tratamentos. Cada ponto corresponde a média de trés
repeticdes. Sete Lagoas. MG. 2000.

O contetdo dos pigmentos de clorofila (clo) nas folhas de milho da linhagem L13.1.2
foi afetado pela seca. Ocorreram reducées no conteudo de clo a, b, e total (Figura
2A), quando as plantas foram submetidas ao déficit de &gua mais severo. Esse efeito
foi mais acentuado sobre a concentracdo da clorofila a. Embora os contetdos de clo a
e b tenham alterado, a razdo clo a/b ndo diferiu entre os tratamentos, devido ao
declinio proporcional em ambos os tipos de clorofilas. O contetdo de carotendides,
que inclui carotenos e xantofilas ndo apresentou diferencas significativas, pelo teste F,
em relacdo ao controle (Tabela 1).

Tabela 2. Contetdo de carotendides e razéo clorofila a/b e clorofila total/carotendide de
folhas de milho, submetidas a quatro niveis de estresse. Valores representam a média de trés
repeticdes.Sete Lagoas. MG. 2000.



Pigmentos Tratamentos (WEPA)

-0.010 -0,024 -0.048 -0,010
Clo alb 3,267 2,677 3,182 2,581
Clo total/carotendides 18,463 18,518 15,125 15,928
Carotendides(lgmg ! M3 0,265 0,243 0,29% 0,203
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A existéncia de niveis elevados de MDA nos tecidos das folhas de milho da linhagem
L13.1.2 (Figura 2B), sob estresse mais drastico indica uma acumulacdo de radicais
livres de oxigénio nas células, desencadeando o processo de peroxidacdo de lipidios
nas membranas. Este estresse mais drastico, -0,10 MPa, induziu um aumento de 23%
na concentracdo de MDA em relagdo ao controle. Como o MDA € um produto da
decomposicéao de hidroperdxidos de acidos graxos tri-insaturados, isto indica que no
nivel de estresse maior, ocorreu um aumento na peroxidacao dos lipidios. Estes
resultados sdo consistentes com 0s de outros autores que demonstraram que 0
estresse oxidativo mediado pelo Oze e H202 causa aumento de hidroperdxidos,
desorganizacdo celular e de membranas cloroplastidicas bem como degradacéo de
clorofila e proteinas (Pastori e Trippi,1992).
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Figura 2. Alteracdes no contetdo de clorofilas a, b e total (A) e na atividade lipoperoxidativa
(B), expressa em termos da concentracdo de malondialdeido (MDA) em folhas de milho da
linhagem L13.1.2 em funcéo do potencial hidrico do solo, ao final do periodo de imposicéo
dos tratamentos. Cada ponto corresponde a média de trés repeticdes. Sete Lagoas. MG.

2000.

A presenca de hidroperdxidos lipidicos no interior das membranas celulares perturba
consideravelmente a organizacdo destas membranas, devido a sua polaridade,
podendo alterar a sua fluidez e permeabilidade (Queiroz et al., 1998), bem como as
funcGes de proteinas presentes nestas membranas (Burdon et al., 1994). Ha evidéncias
de que a rigidez das membranas ap6s peroxidacéo lipidica é devida principalmente a
formacdo de ligacBes covalentes entre radicais lipidicos adjacentes (Chen e Yu, 1994)
que podem levar a um decréscimo na liberdade de movimento das cadeias de &cidos
graxos. Estas interacBes entre cadeias de lipidios de membrana podem também causar
0 rompimento do arranjo ordenado de lipidios, contribuindo desta forma para
vazamento de solutos em membranas (Dhindsa et al., 1981; Burdon, 1994).



Conclusoes
A linhagem L13.1.2 apresentou toleréncia ao déficit hidrico até o nivel de potencial
hidrico do solo de —0,048 MPa. A partir deste nivel, ocorreram manifestacfes de
danos oxidativos nas membranas celulares, acompanhados por decréscimos no
contetdo relativo de agua, contetdo das clorofilas a, b e total, aumentos na
resisténcia estomatica e no contetdo de malondialdeido, indicando que ocorreu
peroxidacao de lipidios de membranas.

Literatura Citada
ALLEN, R.G.; JENSEN, M.E.; WRIGHT, J.L.; BURMAN, R.D. Operational estimates of
reference evapotranspiration. Agronomy Journal, Madison, v.81, p.650-652, 1989
BOYER, J.S. Advances in drought tolerance in plants. Advances in Agronomy, New York,
v.56, p.187-218, 1996.
BURDON, R.H.; GILL, V.; BOYD, P.A; O'KANE, D. Chilling, oxidative stress and
antioxidant enzyme responses in Arabidopsis thaliana. Proceedings Royal Society
Edinburg, London, v.102 B, p.177-185, 1994.
CHAVES, M.M. Effects of water deficits on carbon assimilation. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v.42, p.1-16, 1991.
CHEN, G-X; YU, B.P. Alterations in mitochondrial membrane fluidity by lipid peroxidation
products. Free Radicals Biology Medicine, Oxford, v.17, p.411-418, 1994.
CORNIC, G.; BRIANTAIS, J.M. Partitioning of photosynthetic electron flow between CO2
and Oz reduction in a Cs leaf (Phaseolus vulgaris L.) at different CO2 concentrations and
during drought stress. Planta, Berlin, v.183, p.178-184, 1991.
DHINDSA, D.S.; PLUMB-DHINDSA, P.; THORPE, T.A. Leaf senescence: correlated with
increased levels of membrane permeability and lipid peroxidation, and decreased levels of
superoxide dismutase and catalase. Journal of Experimental Botany, Oxford, v.32,
p.93-101, 1981.
DURAES, F.0.M.; MACHADO, R.A.F.: MAGALHAES, P.C.; SANTOS, M.X.; SILVA,
R.; MOLINA, M. Adaptacdo de milho as condi¢des de seca: 1. Caracterizacdo de genotipos
contrastantes quanto ao parametro fenotipico IFMF. Revista Brasileira de Fisiologia
Vegetal, Sdo Carlos, v.11, p.53, 1999. Suplemento.
LAWLOR, D. W. The effects of water deficit on photosynthesis. In: SMIRNOFF, N.
Environmental and plant metabolism — flexibility and acclimation. San Diego: Bios
Scientific Publishers, 1995. p.129-160.
LICHTENTHALER, H.K.E.; WELLBURN, A.R. Determination of total carotenoids and
chlorophylls a and b of leaf extracts in different solvents. Biochemical Society
Transactions, London, v.11, p.591-603, 1983.
LOGGINI, B.; SCARTAZZA, A BRUGNOLL, E.; NAVARI-1ZZO, F.. Antioxidative
defense system, pigment composition, and photsynthetic efficiency in two wheat cultivars
subjected to drought. Plant Physiology, Maryland,v.119, p. 1091-1099, 1999.
LUDLOW , M.M.; MUCHOW, R.C. A critical evaluation of traits for improving crop yields
in water-limited environments. Advances in Agronomy, New York, v.43, p.107-153, 1990.
PASTORI, G.M.; TRIPPI, V.S. Oxidative stress induces high rate of glutathione reductase
synthesis in a drought-resistant maize strain. Plant Cell Physiology, Tokyo, v.33, n.7,
p.957-961, 1992.
PRICE , A.H.; HENDRY, A. F. Iron-catalysed oxygen radical formation and its possible
contribution to drought damage in nine native grasses and three cereals. Plant Cell
Environment, Oxford v.14, p.477-484. 1991.



QUEIROZ, C.G.S.; ALONSO, A.; MARES-GUIA, M.; MAGALHAES, A C.
Chilling-induced changes in membrane fluidity and antoxidant enzyme activities in Coffea
arabica L. roots. Biologia Plantarum, Praha, v.41, n.3, p.403-413, 1998.

SCHWANZ, P.; POLLE, A. Differential stress responses of antioxidative systems to drought
in pendunculate oak (Quercus robur) and maritime pine (Pinus pinaster) grown under high
CO:2 concentrations. Journal of Experimental Botany, Oxford, v.52, n.354, p.133-143,
2001,

SMIRNOFF, N. The role of active oxygen in the response of plants to water deficit and
dessiccation. New Phytologist, Cambridge, v.125, p.27-58, 1993.

XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 01 a 05 de setembro de 2002 - Floriandpolis - SC




