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Resumo — Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de sucessivos ciclos de selegdo do milho
'Saracura' na atividade das enzimas do sistema antioxidante, ¢ a relagao dessas enzimas com a capacidade dessa
variedade em desenvolver aerénquima. Sementes de 18 ciclos de sele¢do intercalados do milho 'Saracura' e
da cultivar BR 107, sensivel a hipoxia, foram semeadas em vasos e em casa de vegetacdo. As plantas foram
submetidas ao alagamento intermitente de dois em dois dias. As amostras de raizes foram coletadas apos 60 dias
e analisaram-se as atividades das enzimas peroxidase do guaiacol, peroxidase do ascorbato e catalase, além da
capacidade das plantas de cada ciclo desenvolverem aerénquima. Ao longo dos ciclos, as plantas apresentaram
modificagdes na atividade das enzimas, com aumento na de peroxidase do ascorbato e diminui¢do na de catalase
e de peroxidase do guaiacol. Observou-se, ainda, maior capacidade de desenvolver aerénquima nos ultimos
ciclos de selecdo. A reducdo na atividade das enzimas do sistema antioxidante parece estar relacionada a um
desbalanco na decomposicao de H,O,.

Termos para indexacdo: Zea mays, catalase, peroxidases, sele¢do massal, tolerancia ao alagamento.

Antioxidant system activity and aerenchyma formation
in 'Saracura' maize roots

Abstract — This work aimed to assess the influence of successive selection cycles in 'Saracura' maize on
the enzyme activity of the antioxidant system and the relationship of these enzymes with the aerenchyma
development capacity of this variety. Seeds of 18 intercalated selection cycles of the 'Saracura' maize and
of the cultivar BR 107, sensitive to hipoxia, were sown in pots in the greenhouse. Plants were submitted to
intermittent soil flooding each two days. After 60 days, the roots were sampled and analysis were done for the
guaiacol peroxidase, ascorbate peroxidase, and catalase activities and for the capacity of the plants of each
cycle to develop aerenchyma. The plants showed modifications in enzyme activity along the cycles, increasing
the ascorbate peroxidase activity and decreasing the catalase and guaiacol peroxidase ones. A greater capacity
to develop aecrenchyma was also observed in the last selection cycles. Reductions in the enzyme activity of the
antioxidant system seem to be related to a disorder in the H,O, decomposition capacity.

Index terms: Zea mays, catalase, peroxidases, massal selection, tolerance to flooding.

Introducio

No Brasil, existem aproximadamente 28 milhdes de
hectares com potencial agricola que estdo sob regime
de inundacdo intermitente (Andrade et al., 1999).
Nessas condi¢des, a 4gua ocupa os espacos que seriam
preenchidos pelo ar, o que gerauma situacao de hipoxia,
caracterizada pela deficiéncia de O, (Kozlowski, 1984,
1997), com reflexos substanciais sobre a produgdo das
plantas.

O insucesso do desenvolvimento da cultura do
milho em solos com excesso de agua esta relacionado
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a alta sensibilidade dessa cultura a hipoxia. Nesse
contexto, a Embrapa Milho e Sorgo langou, em 1997,
a variedade de milho Saracura (BRS-4154), tolerante
ao alagamento. Apds varios ciclos de selegdo massal
sob condi¢des de alta umidade do solo, essa variedade
revelou-se uma das mais adequadas para o cultivo em
areas sujeitas ao encharcamento (Alves et al., 2002).

Apesar de o solo com deficiéncia de oxigénio apresentar
condi¢Oes desfavoraveis a vida das plantas, o milho
'Saracura' desenvolveu mecanismos para sobreviver e
produzir sob essas condi¢des. Entre as alteragdes que
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permitem a essa variedade tolerar baixa concentragao
de oxigénio no ambiente radicular, encontram-se as de
natureza metabolica e molecular, que incluem o desvio
da respiracdo aerdbica para a via anaerdbica (Alves
etal., 2002).

Nos ultimos anos, tem-se dado especial aten¢do aos
danos celulares oxidativos nas raizes causados pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sob
condi¢oes em que a fosforilacdo oxidativa é reduzida
em razdo da deficiéncia de O,. Em plantas, esta bem
caracterizado que, sob condi¢des de hipoxia no solo,
ocorre um aumento descontrolado de radicais livres
nas células (Blokhina et al., 2003). Modificagdes na
estrutura ¢ nas func¢des das membranas, resultantes
da peroxidagdo de seus lipideos, sdo também bem
caracterizadas (Cakmak & Horst, 1991), e podem
resultar em danos ao funcionamento e a estrutura celular
(Mittler et al., 2004). A morte celular programada,
também chamada de apoptose, € um processo
diretamente relacionado ao aumento nas espécies
reativas de oxigénio, que sinalizam para a morte
celular (Krishnamurthy et al., 2000). Em Arabidopsis,
a sinalizacdo para o desenvolvimento de aerénquimas
nas raizes estd diretamente relacionada a producdo
de H,O, e de etileno, e também com a inibi¢ao da
peroxidase do ascorbato (Miihlenbock et al., 2007).

As enzimas do sistema antioxidante sdo ainda pouco
estudadas sob condigdes de alagamento (Sairam et al.,
2008). Em folhas de milho, o alagamento prolongado
promoveu reducdo na atividade das enzimas redutase
da glutationa, peroxidase do ascorbato, catalases e
superoxido dismutase, enquanto um alagamento em
periodo curto estimulou a atividade dessas enzimas
(Yan et al., 1996). As enzimas catalase, peroxidase do
ascorbato e peroxidase do guaiacol sdao especializadas
na remo¢do de H,O, (Moller et al., 2007). Este
oxidante ¢é relativamente estavel e, pela auséncia de
cargas, tem sua passagem facilitada pela bicamada
lipidica da membrana celular, o que sinaliza para a
apoptose e, consequentemente, influencia na formagao
de aerénquima do tipo lisigino (Krishnamurthy et al.,
2000; Miihlenbock et al., 2007; Sairam et al., 2008).
Além disso, a sintese dessa molécula é expressivamente
ativada pelo alagamento (Moller et al., 2007), que
também pode ser relacionado a diminuicao da atividade
de peroxidases e catalase (Yan et al., 1996).

Em termos morfolégicos, uma das principais
adaptacdes ao encharcamento ¢ a formagdo de

aerénquima nas raizes, que se inicia na regido
central do cortex para, posteriormente, se espalhar
de forma radial e tangencial (Bouranis et al., 2006).
O desenvolvimento do aerénquima leva a formacgao
de espacos intercelulares que facilitam a difusdo de
gases (Gunawardena, 2008) e, consequentemente,
permitem melhor distribuicdo do O, nos tecidos das
plantas. O aerénquima pode estar presente em folhas,
peciolos, caules e raizes, podendo surgir por separacao
das células, processo denominado esquizogenia, e por
lise de células, ou lisigenia (Schussler & Longstreth,
1996), de maneira constitutiva ou em resposta a um
estimulo ambiental.

Em plantas de milho 'Saracura', a hipoxia induz o
desenvolvimento de aerénquima predominantemente
lisigeno, ¢ a capacidade em desenvolver aerénquima
nessa variedade aumenta nos altimos ciclos de sele¢do
(Pereiraetal., 2008; Souza et al., 2009). Essa variedade
apresenta, ainda, plasticidade foliar para a adaptagdo a
ambientes alagados (Souza et al., 2010).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
dos sucessivos ciclos de selecdo do milho 'Saracura’
na atividade das enzimas do sistema antioxidante,
¢ a relacdo dessas enzimas com a capacidade dessa
variedade em desenvolver aerénquima.

Material e Métodos

Os ciclos de selecdo genética (C) do milho
'Saracura' foram realizados em plantios anuais sob
condi¢cdes de alagamento intermitente, e as plantas
que apresentaram o melhor desempenho foram
selecionadas para o replantio no ano seguinte. Sementes
de milho Saracura BRS-4154 colhidas em lavouras dos
ciclos de sele¢ao (C) 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17 e 18,
e da cultivar BR 107, classificada como sensivel ao
alagamento (Alves et al., 2002), foram semeadas em
vasos contendo 20 L de solo de varzea, classificado
como Planosolo Hidromorfico eutrofico arénico.
Cada vaso recebeu a seguinte adubag@o em cobertura:
0,075 g kg!' de sulfato de amonia, em duas aplicagoes
semanais; 0,0333 g kg'! de ureia, em quatro aplica¢des
semanais; 0,3 g kg de Zn; e 1 mL kg™' de deltametrina
(Ferrer et al., 2005), em trés doses semanais. Quinze
dias apds a semeadura, procedeu-se ao desbaste das
plantulas, tendo-se deixado duas por vaso.

Até o estadio V6, em que as plantas se encontram
com seis folhas completamente desenvolvidas, o
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conteudo de agua no solo foi mantido proximo a
capacidade de campo. A partir dai, iniciou-se o
tratamento de encharcamento intermitente do solo
com adicdo de dgua em excesso, até a altura de 1,0 cm
acima do nivel de solo, a cada dois dias. No intervalo,
ndo se adicionou agua, deixando-a drenar livremente
até a proxima adic@o. O delineamento experimental foi
0 inteiramente ao acaso, com um vaso por parcela e
quatro repeticdes.

Sessenta dias apos o primeiro encharcamento, foram
coletadas amostras de raizes para a analise das atividades
enzimaticas e da propor¢ao do cortex radicular ocupada
pelo aerénquima. A parte aérea foi excisada e o sistema
radicular foi cuidadosamente lavado com 4dgua corrente,
até a completa remogao do solo. Em seguida, amostras
de 5 g de raizes foram separadas, envolvidas em
papel-aluminio e mergulhadas em nitrogénio liquido e
transferidas para freezer a -86°C, até o momento das
analises enzimaticas.

Foram maceradas 0,3 g de raizes em nitrogénio
liquido. Em seguida, foi adicionado 0,9 mL de um
tampdo de extragdo adaptado de Bor et al. (2003),
constituido de 883,8 uL de tampao fosfato 0,1M pH 7,
9 uL de EDTA 0,1M, 3,6 uL de DTT 0,5 M, 7,2 uL de
PMSF 0,1M e 18 mg de PVPP. Ap6s homogeneizacgao,
o extrato enzimatico foi centrifugado a 14.000 g, por
20 minutos, a 4°C, e coletado o sobrenadante, onde
foram realizadas as determinagdes das atividades das
enzimas peroxidase do guaiacol (POD), peroxidase do
ascorbato (APX) e catalase (CAT).

A atividade de POD foi analisada com a adi¢do de
1 mL de tampao fosfato de so6dio 0,1 M pH 6, 16,7 ul
de guaiacol 0,2 M, 13,3 uL. de H,0, 0,03 M, em 20 pL.
do extrato enzimatico adaptado de Nakano & Asada
(1981). A atividade enzimatica foi determinada pelo
acompanhamento do aumento da absorbancia a 470 nm
por 2 min, em intervalos de 15 segundos, e calculada
com base no fator de extingdo de 26,6 mM'cm™.

A APX foi analisada com a adigdo de 0,9 mL de
tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7, 16,7 puL de acido
ascorbico 0,01 M, 13,3 puL de H,O, 0,03 M em 20 pL
do extrato enzimatico adaptado de Nakano & Asada
(1981). A atividade enzimatica foi determinada pelo
acompanhamento da queda da absorbancia, a 290 nm,
por 2 minutos, em intervalos de 15 segundos, e calculada
com base no fator de extingdo de 2,8 mM'cm™.

Para quantificar a atividade de CAT, adicionou-
se, em 20 pL do extrato enzimatico, 0,98 mL de
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tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7, H,0, 0,0125 M
dissolvido no tampéao adaptado de Madhusudhan et al.
(2003). A atividade enzimatica foi determinada pelo
acompanhamento da queda da absorbancia a 240 nm,
por 2 minutos, em intervalos de 15 segundos, e calculada
com base no fator de extingdo de 36 mM-'cm'.

Nas analises de aerénquima, foram coletadas
aleatoriamente em cada planta, cinco raizes contendo
as regides apical, de alongamento, pilifera e basal.
Apos sucessivas lavagens, as raizes foram fixadas em
solucao de formaldeido, acido acético e etanol a 70%
(FAA 70) (Johansen, 1940), por 48 horas e, em seguida,
preservadas em etanol a 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 realizagdo de cortes transversais
em microétomo de mesa. Os cortes foram clarificados
com hipoclorito de so6dio a 5%, por 10 min, reidratados
por 10 min, corados com astrablau, que consiste em
uma solu¢do de safranina e azul de astra 7,5:2,5, ¢
montados em laminas com glicerina a 50% (Kraus
& Arduin, 1997). Foi utilizado microscépio Optico
acoplado a uma camera digital, com a qual foram
realizadas fotografias dos cortes. Estas foram utilizadas
para as medi¢gdes dos parametros anatdmicos, pelo
programa de analise de imagem Imagetool (University
of Texas Health Science Center, 2002), calibrado com
régua microscopica fotografada nos mesmos aumentos
das fotografias.

Foram realizadas quatro medigoes de cada
caracteristica anatdmica, em cada repeti¢ao, para a
determinacdo das médias. A propor¢ao da area ocupada
pelo aerénquima no cortex foi calculada com base na
divisdo da érea total de aerénquima formado pela area
total do cortex. Utilizaram-se a analise de varidncia e
o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para a
analise estatistica dos resultados.

Resultados e Discussao

Do ciclo de selegao 1 (C1) para o ciclo 18 (C18)
observou-se aumento significativo na area de
aerénquima, de 0,27 para 2,03 mm?, que ocuparam
proporcionalmente 8,7% e 49,01% da regido do cortex,
respectivamente (Tabela 1 e Figura 1). No caso da
cultivar BR 107, a area de aerénquima foi de 0,07 mm?,
que representa 1,46% da area do cortex. A proporcdo
de aerénquima no cortex no milho 'Saracura' em relacéo
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a 'BR 107' foi maior em todos os ciclos de selecdo.
Nos ciclos iniciais (C1 a C3), observa-se menor
propor¢ao de aerénquima em relag@o aos intermediarios
(C5 a C13), sendo que as maiores propor¢des foram
observadas nos ciclos finais (C15 a C18).

Em relagdo a CAT, de maneira geral, verificou-se
diminui¢do em sua atividade radicular nos ciclos finais
de selegdo, quando comparada a dos ciclos iniciais, que
exibiram valores proximos aos observados na 'BR 107'
(Figura 2). Essa enzima esta presente nos peroxissomos
e age decompondo o H,O, em oxigénio molecular e
agua (Moller et al., 2007).

Alternativamente, o H,O, pode ser removido das
células pela POD. Essa enzima apresentou maior
atividade nos ciclos intermediarios (C5 a C11), com
reducdo nos ciclos subsequentes, tendo exibido nos
ciclosfinais C17 e C18 atividades inferiores a observada
em 'BR 107" (Figura 2).

Tabela 1. Area de total de aerénquima no cértex (AAE) e
proporcdo dessa area em relacdo a area total do cortex (PA)
em raizes de milho 'Saracura' e da cultivar BR 107,

Ciclos AAE (mm®) PA (%)
BR 107 0,07¢ 01,46d
Cl1 0,27¢ 08,70c
C3 0,25¢ 09,15¢
Cs 0,49¢ 29,14b
C7 0,69b 30,34b
9 0,92b 35,87b
Cll 1,27a 34,99b
Cl13 1,03a 38,98b
Cl15 1,38a 40,56a
C17 1,19a 45,16a
C18 1,95a 49,01a

(DM¢édias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott a 5% de probabilidade.

Pl WA s M e

A APX, que também pode degradar o H,O,, teve sua
atividade aumentada entre o C1 e C18, ao contrario
do observado em CAT e POD (Figura 2). Essa
enzima utiliza o ascorbato como doador especifico
de elétrons para reduzir o H,O, a 4gua, o que gera
monodehidroascorbato que, por sua vez, ¢ regenerado
novamente a ascorbato para que o sistema antioxidante
se mantenha ativo.

No processo de selecdo, houve estimulo para a
formagdo de aerénquima no cortex da raiz (Figura 1).
Essas estruturas permitem a oxigenagdo interna dos
tecidos radiculares (Bouranis et al., 2006), o que ¢
fundamental para manter o metabolismo aerdbico na
raiz, ainda que em ambientes hipdxicos ou anoxicos
(Insausti et al., 2001; Gunawardena, 2008). Portanto,
essa estratégia permite ao milho 'Saracura' crescer
e sobreviver por periodos de tempo maiores que
outras cultivares que ndo apresentam tais estruturas.
O aumento na propor¢do de aerénquima no cortex
radicular do milho 'Saracura' esta de acordo com o
observado por Pereira et al. (2008) e Souza et al.
(2009).

Trabalhos anteriores (Alves et al., 2002; Pereira
et al., 2008; Souza et al., 2009, 2010) relataram
superioridade do milho 'Saracura' em relagdo a cultivar
BR 107, no que se refere a tolerancia ao alagamento, o
que ¢ condizente com 0 aumento na propor¢ao do cortex
ocupada pelo aerénquima relatada no presente trabalho
e em Pereira et al. (2008) e Souza et al. (2009).

Sabe-se que situacdes de deficit de oxigénio
promovem estresse oxidativo, com acumulo de EROs.
De acordo com Blokhina et al. (2003), o acetaldeido
normalmente acumulado sob essa condicdo pode
funcionar como doador de elétrons e ativar o
O," (ion superoxido) que, ao sofrer dismutagdo pela
acao da dismutase do superdxido (SOD), forma H,O,,

Figura 1. Desenvolvimento do aerénquima na variedade ndo tolerante ao alagamento BR 107 (A) e ao longo dos ciclos de

selecdo C1 (B) e C18 (C) do milho 'Saracura'. Barras = 200 pm.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.5, p.450-456, maio 2010



454 F.J. Pereira et al.

cujo conteudo nas células é regulado pela agao da CAT
e por diversas peroxidases, entre elas POD e APX.
Por sua vez, o acumulo de EROs em condi¢des de
alagamento (Kozlowski, 1984, 1997) pode estimular
a producdo de aerénquima, pela apoptose celular
desencadeada pelo etileno (Schussler & Longstreth,
1996; Drew, 1997).
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Figura 2. Atividade das enzimas catalase (A), peroxidase

do guaiacol (POD, B) e peroxidase do ascorbato (APX, C)

na raiz de plantas de diferentes ciclos de sele¢do do milho

'Saracura' submetidas a alagamento intermitente. As barras

indicam o erro padrdo da média.
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A queda na atividade das enzimas CAT e POD
observada entre os ciclos iniciais e finais de selecdo
(Figuras 2 e 3) pode levar a um acimulo de H,0..
O actimulo desse metabolito, decorrente da reducgdo
das atividades de CAT e POD, por sua vez, poderia
resultar no estimulo na atividade da APX observado
a partir do C3 (Figura 2) .

Como as atividades da CAT e POD também foram
baixas no genotipo BR 107, o desenvolvimento
de aerénquima ndo parece estar relacionado a
atividade dessas enzimas, e deve requerer outros
mecanismos celulares de viabilizacdo do processo
de apoptose. Dessa forma, o aumento na propor¢ao
de aerénquima no cortex radicular pode ter levado a
uma menor produ¢do de EROs, em razdo da melhor
difusdo de O, pela raiz, o que resultaria em menor
produgdo de H,O,. Portanto, uma outra explicagao
para o comportamento contrastante da atividade
enzimatica de CAT e POD em relagdo a APX seria
resultante da diminui¢do na produ¢ao de H,0O, nos
ciclos finais de sele¢do. Essa redugao pode ter levado
as menores atividades de CAT e POD observadas
nesses ciclos. Sendo a APX uma enzima considerada
de maior eficiéncia para a decomposi¢dao do H,O,
(Madhusudhan et al., 2003), o aumento constatado
em sua atividade pode ter sido decorrente da
necessidade de se decompor o H,0O, formado, ainda
que em menores proporgdes, nos ciclos finais de
selegdo.

Por outro lado, as isoenzimas anionicas da POD
estdo relacionadas a formagdo de parede celular e
sintese de lignina e suberina (Fieldes & Gerhardt,
1998). Portanto, a queda na atividade dessa enzima
pode ter levado a redugdo na sintese de parede
celular, e tecidos lignificados nas raizes dos ltimos
ciclos. Desse modo, ¢ aceitavel que a redugdo na
biossintese de parede celular possa ser relacionada
a maior formagdo de camaras de aerénquima nas
raizes dos ultimos ciclos. Menor producao de tecidos
suberizados nas raizes, como a camada de células
suberizadas abaixo da epiderme e da endoderme,
foram observados para os mesmos ciclos de selecao
do milho 'Saracura' por Pereira et al. (2008), ¢ em
plantas dessa cultivar cultivadas no campo sob
alagamento (Souza et al., 2009), o que reforg¢a o
possivel papel das isoformas anionicas da POD na
formacao de aerénquima.
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Conclusoes

1. Maiores propor¢des de aerénquima no cortex
radicular podem ser obtidas por selegdo massal.

2. As enzimas catalase e peroxidase do guaiacol
apresentam menor atividade nos ciclos finais de
selecdo do milho 'Saracura', enquanto a peroxidase do
ascorbato apresenta comportamento contrario.
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