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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos estudar as relacdes existentes
entre o sistema antioxidante, atividade das enzimas de degradacdo e
afrouxamento da parede celular, aparecimento de aerénquimas e a tolerancia de
dois ciclos de selecdo do milho Saracura ao encharcamento do substrato. Desta
maneira, plantulas dos ciclos 1 e 18 do milho Saracura foram submetidas ao
encharcamento do substrato no quarto dia poés-semeadura, quando apresentavam
aproximadamente trés centimetros de altura. As plantulas foram submetidas a
diferentes tempos de encharcamento do substrato, sendo 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96
e 120 horas para o ciclo 1 € 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢ 168 horas para o
ciclo 18. As raizes foram coletadas e armazenadas para as analises enzimaticas e
anatomicas. Também se realizou analise de crescimento durante o periodo de
experimento, sendo utilizadas plantulas controle, com a umidade do substrato
mantida préxima a capacidade de campo. As plantulas do ciclo 18 apresentaram
caracteristicas bioquimicas e fisiologicas que lhe conferem maior tolerancia ao
estresse anaerobico. Embora em ambos os ciclos de selecdo tenham ocorrido
alteragdes no sistema enzimatico e¢ a formagdo de aerénquimas no cortex, as
respostas apresentadas pelas plantulas do ciclo 18 foram mais intensas que do
ciclo 1, por isso a maior taxa de sobrevivéncia apds serem submetidas a hipoxia.
Existe uma relagdo entre o sistema antioxidante, atuacdo de enzimas de parede
celular e a formacdo dos aerénquimas em raizes de milho Saracura. Assim
sendo, o processo de selecdo do milho Saracura levou a existéncia de uma
variedade com atributos favoraveis a sua sobrevivéncia em casos de estresse por
hipoxia.

Palavras-chave: Milho Saracura. Antioxidante. Parede celular. Hipoxia.

Anaerobiose



ABSTRACT

The present work had as objectives to study the existent relationships
among the antioxidant system, enzyme activity of degradation and loosening of
the cellular wall, aerenchymas appearance and the tolerance of two cycles of
selection of Saracura maize to the substratum swampy. This way, plantules of
the cycles 1 and 18 of Saracura maize were submitted to the swampy of the
substratum at the fourth day after sowing, when they presented three centimeters
of height approximately. The plantules were submitted to different times of
swampy of the substratum, being 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours for the
cycle 1 and 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 hours for the cycle 18. The
roots were collected and stored for the enzymatic and anatomical analyses. The
analysis of growth during the period of experiment was also performed, control
plantules were used, with constant humidity of the substratum. The plantules of
the cycle 18, presented biochemical and physiological characteristics that
showed larger tolerance to the anaerobic stress. Although in both cycles the
selection have provided alterations in the enzymatic system and the aerenchyma
formation in the cortex, the answers presented by the plantules of the cycle 18
were more intense than of the cycle 1, providing the largest survival rates after
they were submitted to the hypoxia. There is a relationship among the
antioxidant system, performance of enzymes of cellular wall and the
aerenchyma formation in roots of Saracura maize. Therefore, the process of
selection of Saracura maize leaded to the existence of a variety with favorable
attributes to its survival in cases of hypoxia stress.

Keywords: Saracura maize. Antioxidant. Cell wall. Hypoxia. Anaerobiosis
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho. Embora tenha
parte de seu territorio voltado para o plantio desse cereal, ainda possui grande
area sujeita ao alagamento do solo. O alagamento pode ter causas naturais, como
tempestades ou antrépicas, como irrigagdo inadequada ou instalagdo de usinas
hidrelétricas.

A ocorréncia do alagamento exige alteracdes bioquimicas e
morfoldgicas das plantas para sua sobrevivéncia e, diante disso, os cereais sdo os
mais afetados sob condi¢des de hipoxia. Por isso, ha maior demanda agrondmica
por cereais mais tolerantes ao alagamento do solo.

O milho (Zea mays L.) constitui uma cultura sensivel ao excesso de agua
no solo. Assim sendo, € com vista na necessidade de maior producdo, a Embrapa
Milho e Sorgo desenvolveu a variedade de milho Saracura BRS-4154, langada
no mercado em 1997. Estudos com diferentes ciclos de selecdo do milho
Saracura demonstraram os mecanismos bioquimicos e morfologicos que o
levaram a maior tolerancia a anaerobiose ao longo do processo de selecdo.

A falta de oxigénio no meio leva a planta a aclimatacdo bioquimica e
morfoldgica, visando manter sua sobrevivéncia mesmo sob economia energética.
Além da adequagdo ao metabolismo anaerdbico, ¢ necessario que as plantas
apresentem um sistema antioxidante eficaz para a protecao das células contra os
danos causados pelas espécies reativas de oxigénio formadas sob anaerobiose.

O sistema antioxidante eficiente na resposta a menor disponibilidade de
oxigénio no meio ¢ de extrema importancia para a sobrevivéncia das plantas ao
alagamento. Entretanto, os vegetais desenvolvem, além dos mecanismos
bioquimicos, adaptagdes morfoanatomicas que lhe permitem maior
sobrevivéncia a hipoxia. As principais modifica¢des morfologicas sdo formacao

de aerénquimas, surgimento de raizes adventicias, hipertrofia de lenticelas,
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maior suberizacdo e lignificagdo de paredes celulares, podendo ocorrer a
formacao de barreiras apoplasticas na exoderme e na endoderme.

Aerénquimas mantém o sistema de aeragdo da planta, permitindo maior
tolerancia a baixa disponibilidade de oxigénio. Os aerénquimas podem ser de
origem lisigena (morte celular) ou esquizogena (afastamento celular). A
formagdo de aerénquimas se relaciona diretamente a indugdo da sintese de
etileno pela ocorréncia de estresse, levando a sintese de enzimas de degradagao e
afrouxamento celular, culminando em morte celular programada das células
corticais e, finalmente o aparecimento destas camaras para armazenamento de
oxigénio.

Ainda que a inducdo por etileno seja uma das principais formas de
sinalizagdo para a ocorréncia de morte celular programada nas células corticais,
existe uma relagdo direta entre a formacdo de EROs e o surgimento de
aerénquimas. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivos estudar as
relagdes existentes entre o sistema antioxidante, atividade das enzimas de
degradacdo e afrouxamento da parede celular, aparecimento de aerénquimas e a
tolerancia de dois ciclos de sele¢do do milho Saracura ao encharcamento do

substrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A producdo mundial de milho (Zea mays L.) estd estimada em 805
milhdes de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor desse cereal,
precedido pelos Estados Unidos e pela China (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2010). No Brasil, de
acordo com o levantamento brasileiro da safra de grios 2009/2010, a area
cultivada com milho na primeira e segunda safras estd estimada em 12,940
milhdes de hectares. A produgdo esperada para a primeira safra de milho
2009/2010 ¢ de 34,051 milhdes de toneladas, enquanto para a safrinha a previsao
¢ de que sejam colhidas 19,408 milhdes de toneladas, num total de 53,459
milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2010).

E expressiva a extensdo do territorio brasileiro voltada para a produgio
de milho, entretanto, o Brasil possui cerca de 28 milhdes de hectares de solos
com potencial agricola que se encontram sujeitos ao encharcamento, ainda que
temporario (SILVA, 1984). O alagamento pode ser provocado por fatores
naturais como elevacdo dos niveis dos rios, acdo de tempestades, cheias
periddicas, drenagem inadequada do solo (KOZLOWSKI, 1997) ou, ainda, por
acao antrdpica direta (irrigagdo incorreta) ou indireta (aquecimento global).

O estresse por excesso de agua leva a alteragdes metabolicas,
interferindo na arquitetura e distribuicdo ecogeografica das plantas (IRFAN et
al., 2010). Assim sendo, as modificacdes na temperatura média do planeta
tendem a agravar os problemas relacionados ao alagamento do solo num futuro
proximo, seja pela variagdo no regime de chuvas ou pelo derretimento das
geleiras e aumento nos niveis dos oceanos (INTERNATIONAL PLANT
PROTECTION CONVENTION - IPPC, 2001). Tais altera¢des climaticas

aplicardo pressao seletiva principalmente sobre agricultura de cereais (IRFAN et
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al., 2010), que tém seu crescimento e sua produtividade afetados sob alagamento
(JACKSON; COLMER, 2005). Consequentemente havera maior demanda
agrondmica por cereais mais resistentes ao alagamento do solo.

Diante da sensibilidade da cultura do milho ao excesso de dgua no solo,
a Embrapa Milho e Sorgo desenvolveu a variedade de milho Saracura BRS-
4154, lancada no mercado em 1997. O milho Saracura, apos sucessivos ciclos de
sele¢do massal em solos sob elevada umidade, revelou-se tolerante as condig¢des
hipoxicas de areas sujeitas ao encharcamento do solo (PARENTONI et al.,
1995). Essa variedade apresenta ciclo precoce, altura da planta em torno de 2,2
m, altura da espiga 1,2 m, produtividade média de 5 a 6,5 t/ha, média resisténcia
ao acamamento e quebramento, grao do tipo semi-duro e cor laranja (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2010).

Inicialmente, Parentoni et al. (1995) verificaram, dentre outros atributos,
aumento na porosidade radicular no quarto ciclo de selecdo em relacdo ao
primeiro. Estudos com diferentes ciclos de selecdo do milho Saracura
demonstraram os mecanismos bioquimicos e morfologicos que o levaram a
maior tolerdncia sob anaerobiose (ALVES et al.,, 2002). Caracteristicas tais
como maior sobrevivéncia em relacdo a variedade sensivel (VITORINO et al.,
2001), aumento na porosidade radicular (DANTAS; ARAGAO; ALVES, 2001;
FRIES et al., 2007; LOPES, 2005) e respostas do sistema antioxidante diante da
continuidade do estresse (FRIES, 2006; LOPES, 2005) foram encontradas em
plantas de milho Saracura submetidas ao alagamento. Dantas, Aragdo e Alves
(2001) relataram formacao de aerénquimas lisigenos nas raizes de milho
Saracura sob encharcamento, relacionada a maior atividade das enzimas de
degradagdo e afrouxamento de parede celular, tais como celulase,
poligalacturonase (PG) e xiloglucano endo-transglicosilase (XET).

O aumento da porosidade radicular ao longo dos ciclos de selecdo do

milho Saracura foi descrito por Pereira et al. (2008, 2010) e Souza et al. (2009),
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que constataram a existéncia de maiores camaras aeriferas nas raizes, permitindo
aos ultimos ciclos melhor tolerancia ao encharcamento do solo.

A condi¢do de encharcamento do solo proporciona uma condigdo de
anoxia ou hipoxia, dependendo da disponibilidade de oxigé€nio. Plantas
apresentam diferentes respostas ao excesso de agua no solo, podendo tolerar
desde horas até dias de estresse (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997). Nessas
condi¢des, ndo ha manutencdo do metabolismo aerdbico e produgdo de energia
suficiente para que a planta cres¢a adequadamente. A baixa taxa de difusdo de
oxigénio leva a planta, especialmente as raizes, a uma aclimatacdo bioquimica
anaerdbica, buscando manter taxas de metabolismo basal para sustentar sua
sobrevivéncia sob economia de energia (IRFAN et al., 2010).

Diante da baixa disponibilidade de oxigénio, a planta inicia a rota
fermentativa, com diminui¢do na producdo de ATP e poder redutor, resultantes
da respiragdo anaerébica. Ha o desencadeamento da expressdo de proteinas
especificas de estresse anaerobio, os chamados polipeptideos anaerobios (ANP)
(KOZLOWSKI, 1984; LIAO; LIN, 2001). As proteinas anaerdbicas sdo, em sua
maioria, relacionadas a glicolise e ao metabolismo de acucares-fosfato, tais
como aldolases, piruvato descarboxilase, enolases, glicose-6-fosfato isomerase,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, saracarose sintase ¢ alcool desidrogenase
(SUBBAIAH; SACHS, 2003). A rota fermentativa ndo estd presente em
situagdes normais de metabolismo celular, porém a sintese de novo das enzimas
relacionadas a essa via metabolica sugere ser este um mecanismo de
sobrevivéncia da planta (DENNIS et al., 2000). Outras alteracdes metabdlicas
tipicas de plantas sob hipoxia sdo o fechamento estomatico, com reducdo na
captagdo de CO,; menor fotossintese; menor absor¢do de nutrientes e
translocagdo de carboidratos.

A ocorréncia da respiragdo anaerdbica implica em potencializagdo da

glicélise, uma vez que esta via produz menos energia (2 ATP) quando
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comparada a via aerébica (38 ATP). O baixo rendimento energético do
metabolismo anaerdbico, geralmente, ¢ compensado pela aceleragao da glicélise,
o chamado “efeito Pasteur”, para satisfazer as exigéncias por ATP (SUMMER;
RATICLIFE; JACKSON, 2000). Em algumas plantas sob hipoxia, ha uma
eficiente mobilizacdo de polissacarideos de reserva, especialmente na parte
aérea, promovendo aumento na taxa glicolitica nos tecidos. Entretanto, muitas
espécies diminuem o metabolismo ao nivel minimo, apenas para a manutengao
da sua sobrevivéncia.

Desta maneira, para compensar a maior demanda de NAD" para a
glicolise, € necessario que outras enzimas, como a alcool desidrogenase (ADH),
estejam atuantes. Inicialmente, a falta do oxigénio como aceptor final de elétrons
na mitocondria, reduz a atividade de enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicos
e ativa aquelas da rota fermentativa. A inducdo da lactato desidrogenase (LDH),
leva a producdo de lactato, que se acumula na célula, além de acarretar a reducgao
do pH celular. A acidose celular leva a reducdo na formacdo de lactato e
ativagdo da piruvato descarboxilase (PDC) e, consequentemente, da ADH, com
produgdo de etanol. O etanol ¢ um produto menos toxico a célula e, de acordo
com Vartapetian (2006), sua elevada produgdo esta relacionada com a tolerancia
a hipoxia.

O estresse abidtico, assim como biotico, leva também a formagdo de
espécies reativas de oxigénio. Em condi¢des normais de oxigenacdo, hd um
equilibrio entre os antioxidantes e as espécies reativas de oxigénio (EROs).
Entretanto, a transi¢do da planta de um estado de normoxia para hipoxia leva a
produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, tais como radicais
superdxido (O;) e hidroxila (OH") ou peroxido de hidrogénio (H,O,) (ASADA,
1999). A intensidade da resposta a anaerobiose dependerd da concentragdo de

oxigénio no meio (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).
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As EROs, produzidas de maneira desordenada, atuam oxidando
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, podendo causar danos ao DNA
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Os radicais O,” ¢ OH possuem baixa
mobilidade pela membrana celular e curto tempo de meia-vida, o que implica
em elevada capacidade de reacdo e especificidade de sinalizacdo destas EROs.
Por outro lado, o H,O,, uma espécie nio-radical, possui habilidade de cruzar
membranas celulares e maior tempo de meia-vida, o que possibilita agir como
molécula sinalizadora do estresse oxidativo (BLOKHINA; FAGERSTEDT,
2010). Os radicais OH', que podem ser formados a partir de O, ou H,O, na
reacdo de Haber-Weiss, sdo os mais reativos, sendo também considerados os
iniciadores da peroxidacao lipidica (SCANDALIOS, 1993).

H4 também a formagdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) pela
alteracdo do metabolismo mitocondrial e pelos polipeptideos anaerobicos. O
oxido nitrico (NO) pode ser considerado uma molécula de sinalizagdo do
estresse, ja que possui propriedades quimicas favoraveis para penetrar a
bicamada lipidica, sendo transportado na célula. O NO ¢ produzido, em virtude
da continuidade do estresse, pelas rotas enzimatica ou ndo-enzimatica, possui
curto tempo de meia-vida e pode ser facilmente removido da célula. Esse
composto pode reagir facilmente com o oxigénio, formando produtos téxicos a
célula e que participam também das rotas de sinalizag@o de estresse. Os produtos
da reagdo de NO com oxigénio, como o nitrito (NO,), podem ser metabolizados
pela redutase do nitrato citosolica e pela redutase do nitrito de membrana, que o
converterd a NO sob hipoxia. Também mitocondrias sob severa anoxia reduzem
0 NO, a NO (STHOR; STREMLAU, 2006).

A formagdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio é necessaria
para a inducdo da tolerancia adaptativa, ja que podem ser vistas como
marcadoras de estresse e espécies sinalizadoras. Ha controle em niveis

transcricionais, traducionais e metabdlicos para evitar maiores danos causados
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pela presenga de EROs. A hipoxia induz os genes de neutralizagdo ou utilizagao
das EROs e aqueles relacionados as vias glicolitica (disponibilidade de piruvato)
e fermentativa (liberagio de NAD"), além de promover ajustes no fluxo
mitocondrial de elétrons (via 6xido nitrico e balango de EROs). Os pontos mais
importantes sdo exatamente a economia de energia e o controle da formagdo de
EROs (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010). Quanto as ERNs, geralmente
causam diferentes respostas na célula, tais como inibi¢do de enzimas-chave do
ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) e da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (CTE). O controle de enzimas como a citocromo oxidase, aconitase
e oxidase alternativa, mantém o turnover de NADH via cascata de reacdo
hemoglobina-dependente e controla a forma¢do de EROs (STHOR;
STREMLAU, 2006).

Diante da maior produ¢do de EROs e considerando-se os prejuizos
causados pelos radicais livres, ha necessidade de um sistema antioxidante
composto por enzimas, tais como superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) e por antioxidantes ndo enzimaticos, como
ascorbato, glutationa e tocoferol. A formagdo de espécies altamente toxicas ¢
prevenida pela elevada expressdo de antioxidantes enzimaticos ou nao-
enzimaticos (IRFAN et al., 2010).

A SOD ¢ a primeira enzima do sistema antioxidante, ja que realiza a
dismutag@o dos ions superdxido, formando H,O,. A fun¢do dessa enzima pode
ser vista como protetora contra os danos oxidativos causados pelos radicais O,
(SCANDALIOS, 1993), de forma que esta presente em todos os compartimentos
celulares suscetiveis ao estresse oxidativo (BOWLER; MONTAGU; INZE,
1992). A CAT ¢ uma proteina que catalisa a dismutacdo do H,O, em 4gua e
oxigénio molecular. Estd presente predominantemente nos peroxissomos
(FRUGOLI et al., 1996) podendo ser encontrada em outros compartimentos

celulares.
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A APX ¢ a principal enzima do ciclo ascorbato-glutationa, que sequestra
H,0,, formando agua como produto final. Essa enzima utiliza ascorbato como
cofator enzimatico, resultando na formacdo de dehidroascorbato. Esse ¢
reciclado a ascorbato, sendo a glutationa reduzida (GSH) a doadora de elétrons,
de forma que a glutationa oxidada (GSSG) seja convertida pela glutationa
redutase (GR) dependente de NADPH (ASADA; TAKAHASHI, 1987). Esta
presente em cloroplastos e mitocondrias, ou ainda no citosol e nos
peroxissomos, apresentando alta afinidade pelo substrato (WILLEKENS et al.,
1995). Possui inimeras isoenzimas em tecidos vegetais, com diferentes func¢des
e, dentre elas, a de controle na formagao de EROs e sinalizagdo de H,O, celular.

A maior formacdo de EROs induz a sintese das enzimas antioxidantes
que, ao atuar sobre essas espécies, atenuam o estresse (BLOKHINA;
FAGERSTEDT, 2010). Plantas possuem diversas isoenzimas de SOD
(SCANDALIOS, 1993), de CAT (FRUGOLI et al., 1996) e de APX (MIKA;
BUCK; LUTHIJE, 2008) que podem ter diferentes funcdes no metabolismo
celular (GOMES-JUNIOR et al., 2006). A acdo combinada dessas trés enzimas
permite a conversdo de radicais O, e de H,O,, prejudiciais a célula, em agua e
oxigénio molecular (O,).

Aliados ao sistema enzimatico estdo os antioxidantes ndo enzimaticos de
baixo peso molecular, tais como acido ascorbico, tocoferol, glutationa e
compostos fenolicos. O acido ascorbico funciona como doador de elétrons em
diversas reacdes enzimaticas ¢ ndo enzimaticas, além de possuir outras func¢des
nas células. O tocoferol ¢ um antioxidante relacionado diretamente a protegdo
das membranas celulares, apresentando também outras fungdes que ndo
antioxidantes. Os compostos fendlicos sdo compostos secundarios amplamente
presentes em plantas e com estrutura quimica favoravel para sequestrar radicais

livres (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003).
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A presenca de um sistema antioxidante eficiente na resposta a menor
disponibilidade do meio ¢ de extrema importancia para a sobrevivéncia das
plantas ao alagamento do substrato. Entretanto, os vegetais desenvolvem, além
dos mecanismos bioquimicos, adaptagdes morfoanatomicas que lhes permitem
maior sobrevivéncia a hipoxia.

Plantas sob encharcamento podem reagir economizando ATP e
produzindo maior quantidade de compostos necessarios ao metabolismo
anaerdbico e as modificagdes pertinentes a situacdo de déficit de oxigénio,
reduzindo o crescimento da parte aérea. Outras plantas reagem reorientando a
diregdo de crescimento, além da formacao de estruturas anatomicas favoraveis a
difusdo interna de oxigénio (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

De maneira geral, as principais adaptagcdes das plantas submetidas a
hipoxia sdo referentes as raizes e a parte aérea (VARTAPETIAN; JACKSON,
1997). Raizes de plantas sob condi¢des de alagamento tendem & formacdo de
aerénquimas (EVANS, 2004; IRFAN et al, 2010; VODNIK et al., 2009),
reduc@o de pelos absorventes, ramificacdo e encurtamento, maior suberizagao e
lignificagdo de paredes celulares, podendo ocorrer a formacdo de barreiras
apoplasticas na exoderme e na endoderme (CASTRO; PEREIRA; PAIVA,
2009).

Aerénquimas constituem uma especializagdo do tecido parenquimatico,
caracterizados por espacos intercelulares que mantém o sistema de aeracdo da
planta. Sao caracteristicos de plantas de ambientes alagados, ja que permitem
maior tolerancia a baixa disponibilidade de oxigénio. Os aerénquimas podem ser
constitutivos (determinagdo genética) ou induzidos por estimulos ambientais
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). O milho ¢ uma espécie conhecida por
formar aerénquimas em resposta a estimulos ambientais, como o estresse

anaerébico (LENOCHOVA; SOUKUP; VOTRUBOVA, 2009).
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Os aerénquimas podem ser de origem lisigena (morte celular) ou
esquizégena (afastamento celular). Embora com origens diferentes, em ambos os
casos ha formacao de camaras aeriferas, cujo desenvolvimento possui diferentes
mecanismos de controle (GUNAWARDENA et al., 2001).

A esquizogenia ¢ caracterizada pelo crescimento diferencial das células
adjacentes, que sdo separadas umas das outras pela lamela média, ocorrendo na
sua maioria em células corticais especializadas. Geralmente sdo aerénquimas
constitutivos, podendo aumentar em algumas espécies quando sob hipoxia
(EVANS, 2004). Aerénquimas esquizogenos estdo presentes na constituicao
anatOmica das raizes, caracterizando os meatos, ou seja, espacos intercelulares
que ocorrem independentemente da existéncia de estresse (CASTRO;
PEREIRA; PAIVA, 2009).

Aerénquimas de origem lisigena sd@o formados pela morte programada
das células corticais, formando camaras acriferas. Embora com tamanhos
variados e sem uma regularidade de forma, ha manutengdo de algumas camadas
de células vivas para interligar os aerénquimas. Em milho tem sido demonstrada
maior ocorréncia de aerénquimas lisigenos (GUNAWARDENA et al., 2001;
PEREIRA et al., 2008; SOUZA et al., 2009), que se formam desde o inicio da
imposi¢ao do estresse (EVANS, 2004), como a hipoxia.

A Dbaixa disponibilidade de oxigénio no meio ¢ acompanhada pelo
aumento nas concentragdes de etileno nas células vegetais, principalmente em
raizes (COLMER; VOESENEK, 2009). A sintese de etileno pode se dar também
pelo mecanismo de feedback positivo (ALMEIDA; VRIEZEN; STRAETEN,
2003). Esse hormoénio ¢é o principal estimulo para a formacdo de aerénquimas
lisigenos por meio de morte celular programada nas células corticais.

A biossintese de etileno estd associada a inducdo dos genes da acido
aminociclopropano carboxilico sintase (ACS) e 4acido aminociclopropano

carboxilico oxidase (ACO), sendo a atividade dessa ultima dependente da
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presenca de oxigénio, ainda que em niveis muito baixos. O 4cido
aminociclopropano carboxilico (ACC), em presenca de ACO, origina o etileno,
cuja sintese em situagdes de estresse determina o nivel de tolerancia da planta, ja
que esse hormoénio esta relacionado com a resisténcia ao estresse (EVANS,
2004; IRFAN et al., 2010). As modificagdes morfologicas que sdo diretamente
controladas pelo etileno sdo formagdo de raizes adventicias, surgimento de
aerénquimas e maior crescimento da parte aérea. Segundo Almeida, Vriezen e
Straeten (2003), as raizes adventicias atuam na assimilagdo de dgua e minerais,
além de auxiliar na ancoragem do vegetal, em caso de o estresse persistir.

A produgdo de ACC se inicia nas raizes e desencadeia o processo de
morte celular programada no cortex radicular, constituindo uma estratégia de
sobrevivéncia (SUBBAIAH; SACHS, 2003). Gunawardena et al. (2001)
verificaram que a formagdo de aerénquima em raizes primdrias de milho
constitui um tipo Unico de morte celular programada. Xiong, Li e Li (2006)
observaram que as 12 horas de hipoxia as células ja apresentavam modifica¢des
internas, sinalizando ocorréncia de morte celular.

He et al. (1996) estudando a formagdo de aerénquimas em raizes de
milho, encontraram uma relacdo entre producdo de etileno e atividade das
enzimas ligadas a degradacdo de parede celular, como a celulase (HE; DREW;
MORGAN, 1994). A presenca do etileno também tem ligacdo com a produgdo
de outras enzimas de metabolismo da parede celular, tais como xiloglucano
endotransglicosilase (SAAB; SACHS, 1996), expansinas (VOESENEK et al.,
2003) e pectinases (BRAGINA; RODIONOVA; GRINIEVA, 2003), todas
envolvidas na formagdo de aerénquimas lisigenos.

Em termos gerais, a percepcdo do estresse ¢ seguida pelo sinal de
transdugdo, que leva a sintese de etileno, produgdo de celulase, degradacao de
parede celular e, finalmente, formacdo de aerénquimas (HE; DREW;

MORGAN, 1994). A celulase, dentre outras enzimas de degradacdo de parede
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celular, é produzida por células corticais vivas, marcadas pelo etileno para
sofrerem autdlise como resposta associada a morte celular programada (HE;
DREW; MORGAN, 1996; SAAB; SACHS, 1996). H4, no entanto, relagdo
direta entre atividade das enzimas de degradacdo de parede celular e
aparecimento de aerénquimas.

A degradacgdo enzimatica da parede celular se inicia com a digestdo dos
polissacarideos pécticos contendo acido poligalacturonico (RODIONOVA et al.,
2001). Neste ponto, ha atuagdo das pectinases, como a PG, que esta relacionada
diretamente com a permeabilidade da parede celular, realizando hidrélise das
ligagdes a (1-4) entre dois residuos adjacentes de acido galacturdnico (LYONS,
1973). A hidrélise dos arabinoglucuronoxilanos € realizada por enzimas como a
endo-1,4-B-xilanase. Finalmente a celulase atua clivando ligacdes glicosidicas [
(1-4) de moléculas de celulose ou carboximetilcelulose presentes na zona amorfa
da parede celular (HE; DREW; MORGAN, 1996). Assim sendo, Bragina,
Rodionova e Grinieva (2003) comprovaram a importancia da atuacdo desses trés
tipos de enzimas para degradacdo da parede celular, formando aerénquimas e
permitindo maior sobrevivéncia das plantas sob hipoxia.

Ainda que a inducdo por etileno seja uma das principais formas de
sinalizagdo para a ocorréncia de aerénquimas nas células corticais, existe uma
relagdo direta entre a formacdo de EROs (DREW, 1997), producdo de NO e
ocorréncia de morte celular programada (EVANS, 2004; IRFAN et al., 2010).

Embora a formagdo de aerénquimas garanta maior oxigenagdo das
plantas sob déficit de oxigénio, modificagdes morfologicas podem prevenir a
perda do oxigénio armazenado, por exemplo, nas raizes. A ocorréncia de
deposi¢do de lignina e suberina na epiderme e exoderme forma uma barreira
contra a perda radial de oxigénio e de etileno pelas raizes (COLMER, 2003).
Essa barreira garante também melhor transporte de oxigénio nas raizes sob

anaerobiose (EVANS, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos de germina¢do e indu¢do de hipoxia foram realizados
em sala de crescimento, enquanto as analises enzimaticas ocorreram no
Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas, Departamento de
Biologia. Andlises enzimaticas foram realizadas no Laboratorio de Central de
Alimentos, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos e as avaliagdes
anatOmicas ocorreram no Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de

Biologia, na Universidade Federal de Lavras.

3.2 Obtencéao do material vegetal e imposi¢do do encharcamento

As cariopses de milho Saracura BRS-4154 dos ciclos 1 e 18,
gentilmente cedidas pela Embrapa Milho e Sorgo, foram semeadas em bandejas
de polipropileno contendo vermiculita, em uma profundidade de
aproximadamente 1 cm da superficie. Cada bandeja continha cerca de 80
cariopses.

No quarto dia poés-semeadura, as plantulas com 2 a 3 cm de altura foram
submetidas a condi¢do de hipoxia pelo encharcamento do substrato mediante
manutencdo de uma lamina de agua de aproximadamente 1 cm acima do
substrato.

Os tratamentos constituiram-se de diferentes periodos de
encharcamento: para o ciclo 1 foram 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas e para o
ciclo 18 os tratamentos foram 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢ 168 horas.
Plantulas controle, irrigadas e com drenagem livre, foram utilizadas para cada

um dos tratamentos.
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O experimento foi conduzido em sala de crescimento com temperatura
variando entre 25 e 30°C e fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi

conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des.

3.3 Crescimento vegetativo

A analise de crescimento foi realizada pela obten¢do dos comprimentos
da raiz e parte aérea das plantulas. Para a parte aérea foi medido o comprimento
entre o coleto e o apice foliar, enquanto, para raizes, entre o coleto e o apice da
raiz primaria. Além disso, foi também quantificada a matéria seca de raiz e parte

aérea dessas plantulas.

3.4 Atividade enzimética

As raizes coletadas para extragdo enzimatica foram lavadas em agua
corrente para completa remog¢do da vermiculita e, em seguida, uma amostra de
3g de raizes primarias por repeti¢do foi acondicionada em papel aluminio e
mergulhada em nitrogénio liquido. Posteriormente, as raizes foram armazenadas

a -80°C até as analises.

3.5 Desidrogenase alcoodlica

Para a atividade da desidrogenase alcoolica (ADH), 0,2 g de tecido
radicular foram macerados em N, liquido e homogeneizados em tampao
contendo Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), glicerol 15% (v/v), B-mercaptoetanol 10
mM e PVPP 6% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 15
minutos, a 4°C, coletando-se o sobrenadante para a incubagdo

(YAMANOSHITA et al., 2005). Aliquotas de 50 uL do sobrenadante foram
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adicionadas a um tampao de incubagdo especifico para cada enzima. O tampao
de incubagdo para a ADH foi composto por Tris-HC1 150 mM (pH 8,0) e NAD"
0,3 mg mL", incubando-se a 30°C, por 15 minutos, adicionando-se 1% de etanol
(v/v) na hora da leitura, realizada em espectrofotometro, a 340 nm, durante trés
minutos, acompanhando-se a reducdo do NAD'. O célculo da atividade
enzimatica foi dado pela quantidade de NADH produzido por minuto de

incubacio.

3.6 Enzimas do metabolismo antioxidante

O extrato enzimatico foi obtido pela maceragdo em nitrogénio liquido de
0,3g de raizes, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampdo de extragdo
contendo: 1,47 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15 pL de
EDTA 0,1 M (pH 7,0), 6 puL de DTT 0,5 M, 12 uL de PMSF 0,1 M, acido
ascorbico 0,001 M e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 12000 g por
30 minutos a 4°C e sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C no periodo
das analises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas andlises
enzimaticas da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX) (BIEMELT et al., 1998), assim como nos géis de atividade da
SOD.

3.6.1 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreduc@o do azul de nitrotetrazélio (NBT), proposta por Giannopolitis ¢ Ries
(1977), com modificagdes. Foram adicionados 100 pL. do extrato enzimatico a
1,9 mL do meio de incubag@o composto por: tampao fosfato de potassio S0 mM

(pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os
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tubos contendo o meio de incubagdo mais amostra foram iluminados com
lampada fluorescente de 20 W por 10 minutos. Para o controle, foi utilizado o
mesmo meio de reagdo sem a amostra, que foi mantido no escuro. As leituras
foram realizadas a 560 nm e o cdlculo da enzima foi feito com a seguinte
equacdo: % de inibi¢do = (Ase amostra com extrato enzimatico — Asgy controle
sem enzima)/(Asg controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas
condi¢des do ensaio.

A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987), em que uma
aliquota de 50uL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 uL do meio de
incubagao contendo 500uL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 puL de
peréxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C. A atividade dessa enzima
foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos,
por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio. O
coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM'cm™.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxida¢do do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 50 uL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 uL de tampao de
incubagao composto por 500 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 50 uL
de acido ascorbico 10 mM e 50 puL de perdoxido de hidrogénio 2 mM
(NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8
mMem™.

Para a diferenca entre os tratamentos foi utilizado o teste de F, enquanto

o teste para diferenca entre as médias foi o de Scott e Knott (1974) a 0,05.
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3.7 Atividade da celulase

A atividade da celulase foi determinada de acordo com Walker et al.
(2006) com modificagdes. A obtencdo do extrato enzimatico ocorreu pela
maceracdo de 0,3 g de matéria fresca em nitrogénio liquido e sequente adigdo de
1,5 mL de NaCl 1 M. O extrato foi centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4°C
e sobrenadante foi coletado para a atividade enzimatica.

A 400 pL do extrato enzimatico foram adicionados 400 pL de
carboximetil-celulose 1% (m/v), procedendo-se a incubacdo em banho-maria
30°C por 1 hora. Em seguida, fez-se a desproteinizagdo das amostras pela adi¢cdo
de hidréxido de bario 0,3 N, sulfato de zinco 5% e agua. Procedeu-se a
centrifugacdo das amostras a 8000 g para separacdo do desproteinizado. A
determinacdo da atividade de celulase se deu pelo método do DNS (MILLER,
1959), em que a diferentes aliquotas das amostras desproteinizadas foram
adicionados 400 uL de DNS com posterior fervura por 10 minutos e leitura da
absorbancia a 540 nm. Uma unidade de celulase foi definida como a quantidade

de enzima requerida para quebrar 1 umol de agucares redutores por hora.

3.8 Atividade da poligalacturonase

A extracdo da poligalacturonase foi realizada segundo a técnica de
Buescher e Furmanski (1978) com modificacdes de Vilas-Boas (1995). O
doseamento foi realizado segundo Markovic, Heinrichova e Lenkey (1975) com
modifica¢des de Vilas-Boas (1995).

O extrato enzimdtico foi obtido pela maceragdo de 1,5 g de matéria

fresca em nitrogénio liquido e posterior adi¢do de 5 mL de NaCl 1 M. Ao extrato
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enzimatico foi adicionado 1 mL de pectina citrica 0,25%, deixando em banho-
maria a 30°C por 3 horas. A reagdo foi paralisada por 5 minutos de fervura das
amostras. A seguir, realizou-se a desproteinizagdo das amostras com hidroxido
de bério 0,3N, sulfato de zinco 5% e 4gua. Apds filtracdo, aliquotas do
desproteinizado foram utilizadas para determinagdo da atividade enzimatica pelo
método de Somoghi-Nelson (NELSON, 1944). A atividade foi expressa em

, . A . P | , .
nmol de acido galacturénico min™ g~ de matéria fresca.

3.9 AvaliacGes anatémicas

Para avalia¢do anatomica, as raizes de plantulas do milho Saracura
foram coletas, fixadas em FAA 70 (formaldeido, acido acético e alcool etilico
70%) por 72 horas e armazenadas em etanol 70% (KRAUS; ARDIUM, 1997).

Os cortes transversais foram realizados no segundo centimetro da zona
pilifera da raiz primaria, em micrétomo de mesa. As secc¢des transversais foram
clarificadas em hipoclorito de sédio 5% por 5 minutos, lavadas em agua
destilada por 5 minutos e coradas com safrablau (safranina 7,5 : azul de astra
2,5). As laminas semipermanentes foram montadas com glicerina 50%
(KRAUS; ARDIUM, 1997). As fotomicrografias foram obtidas em microscopio
optico Olympus BX-60 acoplado a uma camara digital Canon Poxer Shot A620.

As medigdes dos padrdes anatomicos analisados foram realizadas pelo
programa de analise de imagens UTHSCSA Image Tool. Para determinacdo do
dado final utilizou-se a média de trés raizes para cada uma das repeti¢des dos
tratamentos. Para a diferenca entre os tratamentos foi utilizado o teste de F,
enquanto o teste para diferenca entre as médias foi o de Scott ¢ Knott (1974) a

0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantulas do ciclo 1 (plantulas C1) a atividade radicular da ADH
permaneceu inalterada até 12 h de encharcamento. Em seguida, aumentou até 72
h decrescendo, até o final do experimento, em niveis ainda superiores aos do
controle (Grafico 1). No ciclo 18, a atividade da enzima aumentou desde as
primeiras 6 h até as 72 h de estresse, quando entdo caiu até o final do

experimento (Grafico 2).

—0O— Encharcado
—&— Controle

ADH (umol MADH min” mg proteina-")

Horas de encharcamento

Grafico 1 Atividade da ADH em raizes de plantulas de milho Saracura do ciclo 1 sob
encharcamento do substrato. As letras maitisculas comparam as médias
dentro dos tratamentos, enquanto as letras minusculas comparam entre os
tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Grafico 2 Atividade da ADH em raizes de plantulas de milho Saracura do ciclo 18 sob
encharcamento do substrato. As letras mailisculas comparam as médias
dentro dos tratamentos, enquanto as letras mintisculas comparam entre os
tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

De maneira geral, os valores de atividade da ADH nas raizes das
plantulas de ambos os ciclos foram semelhantes entre si. Entretanto, observa-se
uma resposta precoce nas plantulas do ciclo 18 (plantulas C18) com a elevagdo
da atividade dessa enzima ja as 6 horas de encharcamento. Nas plantulas CI,
esta elevacdo ocorreu s6 as 24 horas. Esses resultados demonstram que as
plantulas C18 respondem mais rapidamente ao déficit de oxigénio, desviando
seu metabolismo para a via anaerdbica. A queda na atividade da ADH, para as
plantulas de ambos os ciclos, nas ultimas avalia¢des, provavelmente tenha
ocorrido em fun¢do de um esgotamento das reservas de carboidratos, uma vez
que a producdo de tais substratos para essa enzima estava comprometida pelo
encharcamento.

De acordo com Drew (1997) e Kumutha et al. (2008), plantas que
desviam seu metabolismo para a respiragdo anaerdbica possuem maiores

condigdes de tolerar o estresse por manterem a produgdo de um minimo de



31

energia (produgdo de ATP e NADH) necessaria aos seus processos vitais. Desse
modo, pode-se inferir que com a evolugdo dos ciclos de selecdo do milho
Saracura, ele adquiriu mecanismos bioquimicos que aumentam a eficiéncia das
plantas para suportar o estresse anaerobico.

Fries (2006) observou que a atividade da ADH em raizes do ciclo 17 do
milho Saracura aumentou, a partir de 3 horas de alagamento. Também Andrews
et al. (1993) observaram elevagdo da atividade dessa enzima ja as 6 horas de
estresse em uma variedade de milho tolerante a hipoxia.

Em relagdo ao crescimento das plantulas, durante todo o periodo
experimental ndo foram observadas variagdes significativas no comprimento das
raizes das plantulas C1 (Grafico 3) e C18 (Grafico 4). Por outro lado, em relagdo
a matéria seca, observou-se nas plantulas C1 um aumento apenas as 120 h,
enquanto nas C18 esse aumento ocorreu ja as 96 h e se manteve crescente até as

168 h de encharcamento.
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Grafico 3 Crescimento (a) ¢ matéria seca (b) de raizes de plantulas de milho Saracura do
ciclo 1 sob encharcamento do substrato. As letras maitsculas comparam as
médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras mindsculas comparam
entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Grafico 4 Crescimento (a) e matéria seca (b) de raizes de plantulas de milho Saracura do
ciclo 18 sob encharcamento do substrato. As letras maitisculas comparam as
médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras minusculas comparam
entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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No que se refere a parte aérea, nas plantulas C1 ndo foi observada
nenhuma variacao na altura das plantulas encharcadas até 12 h de tratamento
(Grafico 5). A partir dai, essas plantulas mantiveram seu crescimento até as 120
horas. As plantulas C18 sob encharcamento comegaram a crescer em altura apos
24 h de estrese (Grafico 6). Esse crescimento permaneceu ativo até as 120h,
quando entdo se manteve até as 168 horas. Quanto a matéria seca, houve um
aumento da mesma as 24 h de tratamento para as plantas C1 e as 48 h para as
C18, sendo que em ambos os ciclos esse aumento permaneceu até o final das

avaliagoes.
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Grafico 5 Crescimento (a) e matéria seca (b) da parte aérea de plantulas de milho
Saracura do ciclo 1 sob encharcamento do substrato. As letras maiusculas
comparam as médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras minusculas
comparam entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Grafico 6 Crescimento (a) ¢ matéria seca (b) da parte aérea de plantulas de milho
Saracura do ciclo 18 sob encharcamento do substrato. As letras maiisculas
comparam as médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras minusculas
comparam entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

A baixa disponibilidade de oxigénio no ambiente interferiu diretamente
no metabolismo das plantas, sendo as raizes os 6rgdos primariamente afetados
sob tal estresse (MANO et al., 2006). O encharcamento do substrato promoveu,
em relagdo as plantulas controle que cresceram durante todo o periodo
experimental, uma paralisagdo no crescimento em extensdo das raizes nas

plantulas C1 e C18. Por outro lado, quanto a matéria seca das raizes, foi possivel
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diferenciar plantulas C1 de C18 ao observar-se que estas ultimas reassumiram
seu crescimento sob anaerobiose 24 h antes que as primeiras. Esse fato pode ser
atribuido a maior energia disponivel para o crescimento em plantulas C18, visto
que a atividade da ADH nestas plantulas se elevou ja nas primeiras horas de
estresse.

O desvio na rota do metabolismo aerébico para o anaerobico,
proporciona, um rendimento liquido de 2 ATPs por molécula de glicose. Esta
energia, 18 vezes menor que aquela produzida por plantas sob normoxia, ¢é
essencial para manter o metabolismo em nivel basal e, desse modo, permitir as
plantas sob déficit de oxigénio que mantenham seu crescimento, ainda que em
menores taxas que em situagdes normais de oxigenagdo (IRFAN et al., 2010).
Quanto a parte aérea, de maneira geral, ambos os grupos de plantulas
apresentaram o mesmo comportamento.

O crescimento reduzido das raizes neste estudo corrobora com os
resultados encontrados por Lenochova, Soukup ¢ Votrubova (2009), em que
variedades de milho sob tratamentos com baixa disponibilidade de oxigénio
apresentaram menor crescimento. Também Lizasso, Melendez e Ramirez (2001)
e Mano et al. (2006), constataram menor crescimento de raizes de milho
alagadas em relag@o aquelas do controle.

Embora em propor¢des menores que o controle, a parte aérea de
plantulas encharcadas manteve um padrdo de crescimento mesmo sob estresse,
enquanto o comprimento das raizes ndo se alterou neste mesmo periodo.

Ainda que em ambos os ciclos de sele¢do tenha havido menor
crescimento ¢ acimulo de matéria seca em plantulas alagadas que no controle,
0s mesmos apresentaram sobrevivéncia diferenciada apos reaeracdo. Plantulas
C18 apresentaram 100% de sobrevivéncia tolerando até trés semanas pos-
estresse, enquanto que para as Cl a taxa de sobrevivéncia foi de apenas 40%.

Neste caso, as plantulas do ciclo mais avangado cresceram continuamente,
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porém em taxas menores que aquelas do ciclo inicial, apresentando um maior
vigor vegetativo, caracterizado por maior enverdecimento das folhas e caules
mais espessos. Ja as plantulas C1, que apresentaram maior taxa de mortalidade,
mostraram-se cloréticas, necrose nas extremidades foliares e tombaram. Vitorino
et al. (2001), estudando plantulas dos primeiros ciclos de selecdo do milho
Saracura, verificaram formagdo de uma constricio em mesocotilos, causando
tombamento dos mesmos aos 4 dias de alagamento.

Neste estudo, a redugdo do crescimento de raizes encharcadas em
relagdo as do controle no ciclo 1 ocorreu as 12 h de estresse, enquanto nas C18
se deu as 24 h. Tal fato demonstra a eficiéncia das plantulas do ciclo 18 em
prevenir ou retardar os danos as suas raizes, ja que, embora a atividade das
enzimas antioxidantes ja esteja elevada desde as 6 horas de alagamento, as
modificacdes morfoldgicas s6 ocorreram horas depois.

Com relacdo ao sistema antioxidante, em raizes de plantulas C1 sob
alagamento, a atividade da SOD se manteve baixa até 24h de encharcamento,
quando entdo foi estimulada, mantendo-se em niveis elevados at¢ 120 h de
estresse (Grafico 7a). Quanto a APX, aumento significativo na sua atividade foi
detectado ja a partir de 6 h (Figura 7b). A taxa de atividade continuou crescente
até 48h de imposicdo do estresse, sofrendo uma pequena queda nas trés
avaliacdes seguintes. A CAT nao mostrou um padrao definido, ora aumentando
ora diminuindo, de modo que as 96h de anaerobiose sua atividade era
semelhante aquela observada no inicio das avaliagdes (Figura 7¢). Vinte quatro
horas depois, a atividade desta enzima aumentou significativamente em trés

VEZCES.
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Grafico 7 Atividade das enzimas antioxidantes SOD (a), APX (b) e CAT (c) em raizes
de plantulas milho Saracura do ciclo 1 sob encharcamento do substrato. As
letras maitsculas comparam as médias dentro dos tratamentos, enquanto as
letras mintisculas comparam entre os tratamentos, com base no teste de Scott-
Knott (p< 0,05).
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Nas raizes de plantulas C18 observou-se que, de maneira geral, a
atividade da SOD aumentou do tempo zero até 144 h de encharcamento, caindo
subitamente na ultima avaliacdo (Grafico 8a). Ja a atividade da APX
permaneceu constante até 48 h de tratamento, aumentou nas proximas 24 h e
manteve-se constante até 144 h, vindo a aumentar na ultima avaliacdo (Grafico
8b). Para a CAT, observou-se que sua atividade aumentou as 6 h de
encharcamento, manteve-se oscilando até 96 h e, a partir dai, apresentou uma
reducdo, atingindo um nivel semelhante ao observado no tempo zero (Grafico

8c¢).
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Grafico 8 Atividade das enzimas antioxidantes SOD (a), APX (b) e CAT (c) em raizes
de plantulas de milho Saracura do ciclo 18 sob encharcamento do substrato.
As letras maiusculas comparam as médias dentro dos tratamentos, enquanto
as letras minusculas comparam entre os tratamentos, com base no teste de
Scott-Knott (p< 0,05).
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Embora tenha ocorrido elevagdo na atividade enzimatica nas raizes de
plantulas sob encharcamento (Graficos 7 e 8), no gel nao foi possivel essa
visualizagdo. Esses resultados mostram que a ativacdo do metabolismo
antioxidante nestas raizes, aqui relacionado com a SOD, ndo ocorreu devido ao
aparecimento de novas isoformas durante o periodo de alagamento e sim a uma
maior eficiéncia na sua capacidade de degradacdo dos radicais O,. No presente
caso, em que se caracteriza uma situagdo de estresse de oxigénio, uma maior
atividade da SOD deve estar relacionada a maior tolerancia a anaerobiose.

Fries (2006), trabalhando com o milho Saracura do ciclo 16, verificou a
existéncia de tr€s isoformas em raizes de plantas em diferentes periodos de
alagamento, sem, no entanto, aumentos da atividade no gel. A SOD pode
apresentar variagdes em sua expressdo, sintetizando diferentes nimeros de
isoformas de acordo com o tecido, com a espécie e o tipo de estresse a que a
planta estd submetida (GOMES-JUNIOR et al., 2006; ZANANDREA, 2009).

A elevada atividade da ADH, uma enzima considerada marcadora do
metabolismo anaerobico, demonstrou que em plantulas C18 o estresse por
anaerobiose foi detectado as 6 horas de encharcamento (Grafico 2). Nesse
mesmo periodo as enzimas antioxidantes APX, SOD e CAT também
apresentavam maior atividade em relagdo ao controle, atuando na protegdo
contra o estresse oxidativo (Grafico 8). Em contrapartida, a atividade da ADH
demonstrou que plantulas C1 sofreram a influéncia negativa da anaerobiose as
24h (Grafico 1). Entretanto, foi observado que nas primeiras horas de estresse,
antes que o mesmo fosse constatado pela ADH, houve resposta imediata do
sistema antioxidante, notadamente formado pela APX e SOD (Grafico 7).

De maneira geral, a exposi¢ao ao encharcamento resultou em alteragdes
diferenciadas nas atividades das enzimas nas raizes das plantulas dos ciclos 1 e
18. Tais diferencas ocorreram exatamente pela resposta precoce e em niveis

mais elevados apresentada pelas raizes do ciclo 18. Nessas plantulas atividades
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mais elevadas foram encontradas para a SOD, APX e CAT, caracterizando a
eficiéncia fisioldgica para controle das EROS em raizes destas plantas do milho
Saracura. O produto da atividade da SOD ¢é o H,0,, que também € muito toxico
para as células, mas pode ser eliminado por reagdes espontineas ou catalisadas
por peroxidases e/ou catalases. Eventualmente, os radicais O, "~ e 0 H,O, podem
ser utilizados como substratos para a rea¢do de Haber-Weiss, produzindo OH’,
considerado o radical mais reativo e danoso para as macromoléculas (BOWLER;
MONTAGU; INZE, 1992). Portanto, a coordenagdo adequada da atividade da
SOD, CAT e peroxidases ¢ fundamental para manter sob controle a producao do
radical OHe.

Em condi¢des normais de sobrevivéncia, a atuagdo das enzimas
antioxidantes leva a redugdo das EROs nas células, entretanto, em casos de
elevada produgdo desses radicais livres, havera estresse oxidativo, caracterizado
por oxidagdo de biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Podera também desencadear o processo de morte celular
pela oxidag@o e inativagdo dos componentes celulares (MITLLER, 2002).

O incremento da produgdo de EROs tem sido amplamente demonstrado
como resultado da exposi¢do das plantas a varios tipos de estresses abioticos
(MITTLER, 2002), inclusive o anaerobico (DEUNER et al., 2009;
ZANANDREA et al., 2009). Segundo Hernadez et al. (2010), plantas com maior
atividade do sistema antioxidante sdo mais resistentes aos danos oxidativos. Isso
foi verificado por Zanandrea (2009), em seu estudo com Seshania virgata e
Polygonum acuminatum, espécies tolerantes ao alagamento, que constatou o
aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante ao longo do estresse.

A elevacdo da atividade da SOD em resposta a manutengdo do estresse
em plantulas C1 e C18 indica maior capacidade de neutralizagdo dos radicais
superoxido, proporcionando maior tolerancia a hipoxia. A atuagdo da SOD gera

H,0,, produto téxico a célula, necessitando, entdo, da acdo de APX e CAT,
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enzimas que detoxificam este composto, formando produtos ndo téxicos a
célula. Nesse caso, os dados revelam que no milho Saracura, a exemplo do que
foi demonstrado por Foyer e Noctor (2005), o metabolismo antioxidante atua
com eficiéncia, de modo que as enzimas que dele participam trabalham em
harmonia, ou seja, uma enzima subsequente (APX e CAT) remove o produto
formado (H,0,) pela anterior (SOD).

Comparando as taxas de atividades da APX e CAT verifica-se que a
APX ¢ mais eficiente na remogdo do H,O, confirmando que ela tem maior
afinidade pelo substrato que a CAT. Alternativamente, a APX em relagdo a CAT
estd mais amplamente distribuida na célula o que leva a aumentos na sua
eficiéncia pelo maior nimero de moléculas (WILLEKENS et al., 1995). Nesta
mesma linha de raciocinio, Lopes (2005) verificou maior atividade da APX em
plantas de milho Saracura do ciclo 16 quando comparada com a atividade nas
raizes da variedade sensivel ao encharcamento BR107.

Comparando-se as atividades das enzimas antioxidantes nas raizes de
plantulas C1 e C18, verifica-se que estas ltimas apresentaram maior eficiéncia
na remogao de EROs, até as 144 h de encharcamento. A partir dai, houve uma
reducdo da atividade de SOD e CAT (Grafico 7), que aliada a continuidade do
estresse por mais 24h, possivelmente, tenha levado a um acumulo de radicais
livres, favorecendo a peroxidacdo lipidica (DREW, 1997), a degradacdo de
membranas e a formacao de aerénquimas. Em seus estudos com raizes de milho
Saracura, Pereira et al. (2010) constataram redugdo da atividade da CAT e
aumento da atividade da APX em raizes ao longo dos ciclos de selecdo. Esses
autores relacionaram a maior formagdo de aerénquimas em milho Saracura do
ciclo 18 a redugdo da atividade da CAT ao longo dos ciclos de selegdo. Segundo
Cakmak e Horst (1991), a redugdo na atividade da CAT indica que, em plantas

mantidas sob condi¢des de estresse, o H,O, gerado é mais consumido em
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processos oxidativos, como na peroxidagdo de lipidios, do que eliminado do
metabolismo.

A formagdo de aerénquima pode ocorrer por acdo de radicais livres
formados pelo estresse anoxico. A morte celular programada, também chamada
de apoptose, € um processo diretamente relacionado com a sinalizagdo conferida
pelo aumento descontrolado nas espécies reativas de oxigénio (MOLLER;
JENSEN; HANSSON, 2007). Pode também ser desencadeado pela rota do
etileno, que ativa as enzimas de degradagdo e afrouxamento da parede celular,
como a celulase (DREW, 1997; IRFAN et al., 2010). Assim, de posse dos
conhecimentos acerca do comportamento enzimatico do sistema antioxidante
das raizes de milho Saracura ha que se considerar ainda, a atividade das enzimas
de degradacao e afrouxamento de parede celular na formacgdo dos aerénquimas.

Até 48 horas a atividade da celulase em plantulas C1 sob
encharcamento, a exce¢do de 6 h que foi menor, ndo diferiu do controle (Grafico
9a). A partir dai, apresentou-se maior em todas as avaliagdes. Por outro lado, a
atividade da poligalacturonase (PG) se apresentou maior que a do controle em

todo o periodo de encharcamento (Grafico 9b).
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Grafico 9 Atividade da celulase (a) e PG (b) em raizes de plantulas de milho Saracura do
ciclo 1 sob encharcamento do substrato. As letras maiusculas comparam as
médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras minusculas comparam
entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Em pléantulas C18 a atividade da celulase aumentou nas primeiras seis
horas de encharcamento apds o que, caiu quase que linearmente até o final das
avaliacdes (Grafico 10a). Em relacdo ao controle, a atividade dessa enzima, a
exce¢do da ultima avaliagdo, sempre foi maior nas plantulas sob estresse de
oxigénio. Quanto a PG, sua atividade ndo demonstrou um padrio uniforme,
iniciando-se em niveis basais, com picos de atividade as 24, 72 e 96 h, e redugdo

sucessiva até a ultima avaliagdo (Grafico 10b).
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Grafico 10 Atividade da celulase (a) e PG (b) em raizes de plantulas de milho Saracura
do ciclo 18 sob encharcamento do substrato. As letras maitsculas comparam
as médias dentro dos tratamentos, enquanto as letras mindisculas comparam
entre os tratamentos, com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

r

A celulase ¢ uma enzima relacionada diretamente & lise da parede
celular, enquanto a PG esta ligada somente ao afrouxamento da parede celular.
De acordo com He, Drew e Morgan (1994, 1996), a celulase é uma enzima

produzida por células corticais que sofrem agdo do etileno, entrando em
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processo de morte celular. Os mesmos autores sustentam a hipdtese de que
outras enzimas relacionadas ao metabolismo de parede celular sejam também
ativadas pelo etileno. Ainda assim, hd maior associagdo de PG com formagao de
aerénquimas esquizoégenos, enquanto a celulase relaciona-se aos aerénquimas
lisigenos.

A formacdo de aerénquimas, segundo Bragina, Rodionova e Grinieva
(2003), depende da atuacdo das enzimas de afrouxamento e daquelas de
degradac@o da parede celular. Devido a conformagdo da parede, primeiramente
deve haver a a¢do de uma pectinase (PG), que permitira o acesso da enzima de
degradagao (celulase) ao conteudo da parede celular, levando a lise da célula. Os
resultados encontrados neste trabalho corroboram com o desses autores, ja que
para plantulas C1 e C18 constatou-se elevadas atividades de ambas as enzimas
de metabolismo de parede celular.

De acordo com Pereira et al. (2008) e Souza et al. (2009), os
aerénquimas formados em raizes de milho Saracura sdo lisigenos. Lenochova,
Soukup e Votrubova (2009) verificaram que a aplicagdo de AOA (acido
aminoxiacético), inibidor da sintese de etileno, reduziu a propor¢ao de
aerénquimas, assim como influenciou negativamente o crescimento de raizes e
parte aérea das plantulas. H4, portanto, uma relacdo direta entre a presenca do
etileno e a indugdo da atividade das enzimas de degradacdo de parede celular
(HE; DREW; MORGAN, 1996).

Em geral, no que se refere as enzimas de degradagdo de parede celular,
plantulas C1 e CI8 apresentaram atividade da celulase superior a da
poligalacturonase. Contudo, o perfil dessas enzimas se diferiu entre os dois
ciclos de sele¢do, de modo que no ciclo 1, houve resposta com maior atividade
da PG as 6 horas de tratamento, enquanto que a resposta no ciclo 18 neste
mesmo periodo, foi atividade elevada da celulase. Tal fato pode influenciar no

tempo e na amplitude da ocorréncia dos aerénquimas nos dois ciclos de selecao.
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Em relagdo a formacdo de aerénquimas, a propor¢do da area ocupada
pelos mesmos em relagdo a do cértex variou entre raizes plantulas dos ciclos 1 e

18 (Tabela 1).

Tabela 1 Propor¢do da area de aerénquimas em relagdo a area do cortex (%) em
raizes de milho Saracura dos ciclos 1 e 18 submetidas ao
encharcamento do solo.

Proporcéo de aerénquimas (%)

Encharcamento C1 C18
0Oh 0,99d 4,74 £
6h 2,34 d 10,05 ¢

12h 451d 15,13 ¢
24 h 8,60 ¢ 18,09 d
48 h 19,10 b 27.85¢
72h 19,28 b 36,88 b
96 h 2854 a 40,37 b
120 h 27,09 a 46,20 a
144 h - 4224 b
168 h - 51,65a

As médias das colunas diferem entre si com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Em plantulas C1 ndo houve diferenca significativa na propor¢do de
aerénquimas até as 12 h de estresse. A partir dai, houve um aumento de modo
que, as 120h de estresse anaerdbico, a area de aerénquima era cerca de 27 vezes

maior que aquela observa inicialmente (Figura 1).
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Figura 1 Seccdes transversais de raizes do milho Saracura do ciclo 1 com
diferentes tempos de encharcamento, demonstrando a progressdo na
formagdo de aerénquimas (AER) e espessamento da endoderme
(END) e da exoderme (EX). A barra corresponde a 100 pm.

Por outro lado, nas plantulas C18, suas raizes tiveram a porosidade
aumentada ja as 6 h do inicio do tratamento, aumentando progressivamente a
proporg¢do de aerénquimas com a continuidade do estresse anaerdbico. Na ultima
avaliacdo, realizada as 168 horas, a area do cortex ocupada pelos aerénquimas,

aumentou 11 vezes (Figura 2).
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Figura 2 Seccdes transversais de raizes do milho Saracura do ciclo 18 com
diferentes tempos de encharcamento, demonstrando a progressdo na
formagdo de aerénquimas (AER) e espessamento da endoderme
(END) e da exoderme (EX). A barra corresponde a 100 pm.

Em plantulas C18 foi encontrada, apos 120h de encharcamento do
substrato, uma propor¢do de aerénquimas de 46,5% em relacdo ao cortex,
enquanto em plantulas C1 a propor¢do foi de 27,09% neste mesmo periodo.
Verificou-se também a ocorréncia de aerénquimas constitutivos no cortex
radicular de plantulas C18 que foi de 4,74%, comparativamente ao valor de
0,99% das plantulas C1. Tal fato pode estar relacionado com a maior tolerancia
deste milho ao encharcamento do solo, ja que plantas com aerénquimas quando
ndo alagadas sdo mais resistentes a esse tipo de estresse (MANO et al., 2006).

As raizes de plantulas C1, comparadas as C18, apresentaram menor
propor¢ao de aerénquimas em relagdo ao cortex, embora tenham ocorrido em

ambas maior atividade da APX quando comparada as outras enzimas
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antioxidantes. Aliado a isso, a atividade da celulase nos tratamentos alagados foi
superior a do controle somente a partir de 72 h de estresse, enquanto elevadas
atividades foram observadas para a poligalacturonase, que ja as 6 horas de
estresse foi superior ao controle. Houve aumento da atividade da PG ao longo
dos tempos de submissdo ao encharcamento do substrato.

A propor¢ao de aerénquimas no ciclo 18 foi relativamente elevada,
sendo que seu aumento se deu logo as 6 horas de alagamento, quando também a
atividade da celulase nas raizes encharcadas foi superior a daquelas do controle.
Neste mesmo tempo, ja havia respostas do sistema antioxidante com aumento da
atividade de SOD, APX e CAT. A relagdo entre elevadas atividades de celulase
de raizes alagadas comparadas as do controle e o aparecimento de aerénquimas
se manteve durante todo o periodo de estresse, com aumento progressivo na
propor¢do de aerénquimas no cortex. Por outro lado, a redugdo na atividade da
celulase a partir das 120 horas de hipoxia ocorreu quando os aerénquimas ja
constituiam 46,2% do cortex da raiz, havendo, portanto, menor por¢ao de parede
celular a ser degradada por esta enzima.

Os resultados deste estudo corroboram com os de Dantas, Aragdo e
Alves (2001), em que até 3 dias de estresse anaerébico a proporgdo de
aerénquimas no cortex era de 35% em raizes de plantas dos primeiros ciclos de
selecdo do milho Saracura. Entretanto, a atividade maxima de celulase
encontrada por esses autores foi as 48 h de alagamento, ndo havendo, portanto,
uma correlacdo entre atividade das enzimas de parede e o aparecimento de
aerénquimas. Lopes (2005) constatou aumento na formagdo de aerénquima
lisigeno no cortex do sistema radicular de milho Saracura nas primeiras 48 horas
de encharcamento. Também Gunawardena (2008) descreveu que a formagao de
aerénquimas em raizes de milho se da logo nas primeiras 12 horas de submissao

ao estresse anaerobico.
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Pereira et al. (2008) e Souza et al. (2009), em estudos com diferentes
ciclos de selecdo do milho Saracura, verificaram variacdes entre as
caracteristicas anatomicas dos mesmos. Os autores ressaltaram a crescente
capacidade de formagdo de aerénquimas e aumento na sua propor¢ao ao longo
dos ciclos de selecdo. Tais caracteristicas indicam que grande parte da area do
cortex foi disponibilizada para a formag@o de cdmaras de armazenamento de
oxigénio. Esta estratégia de maior achmulo de gases nas raizes permite maior
adaptacdo das plantas ao ambiente hipoxico, j4 que garante maior oxigenagao
dos tecidos da raiz. A maior formacdo de aerénquimas lisigenos ao longo dos
ciclos de selegdo pode estar relacionada também a reducdo da atividade da
poligalacturonase e aumento da celulase nos ultimos ciclos de sele¢do, conforme
resultados obtidos neste estudo. Ainda assim, este estudo demonstra que, embora
em menor quantidade, os aerénquimas de origem esquizégena também
contribuem para a porosidade radicular do milho Saracura.

Outra caracteristica anatdmica marcante neste estudo ¢ o espessamento
da exoderme e endoderme nas raizes. A tabela 2 apresenta os resultados
referentes a variacdo na espessura da endoderme e na exoderme em raizes de

ambos os ciclos de selegao.
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Tabela 2 Espessura da endoderme e exoderme em raizes de milho Saracura dos
ciclos 1 e 18 submetidas ao encharcamento do solo.

Espessura da endoderme e exoderme (uUm)

Encharcamento Endoderme Exoderme
C1 C18 C1 C18

Oh 28,18 b 21,99 d 36,41 f 35,96 d
6h 26,63 b 23,26 d 41,12 ¢ 39,44 d
12h 27,10 b 24,17 ¢ 42,10 ¢ 4237d
24h 2797b 25,53 ¢ 46,48 d 50,10 ¢
48h 30,95 a 27,55b 47,49 d 49,61 ¢
72h 31,10 a 27,18 b 52,52 ¢ 55,18 b
96h 31,33 a 28,04 b 5591b 56,94 b
120h 30,47 a 29,77 a 59,18 a 68,66 a
144h - 30,92 a - 70,59 a
168h - 30,99 a - 67,33 a

As médias das colunas diferem entre si com base no teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Ao contrario dos resultados encontrados por Pereira et al. (2008) e
Souza et al. (2009), houve um espessamento da endoderme e¢ da exoderme.
Visser et al. (2000) estudando raizes adventicias de monocotiledoneas de regides
alagadas, verificaram elevada porosidade radicular, além maior espessura da
endoderme e exoderme. A deposi¢@o de substancias como suberina e/ou lignina
nas células da endoderme e exoderme possuem realmente uma fungdo de
barreira. A barreira pode ser tanto para a prevencao contra a perda radial de
oxigénio (VISSER et al., 2000) ou etileno, mantendo a difusdo de gases no
interior das raizes, além de continuar o processo de formacao de aerénquimas
(EVANS, 2004). H4 também a funcdo de sustentacdo radicular para a formacao
de raizes laterais no periodo de estresse, principalmente quando se trata de
plantas jovens (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

A ocorréncia de aerénquimas reduz a demanda de oxigénio, ja que
permite que o gas presente nas camaras aeriferas se difunda mais facilmente no

cortex. Aerénquimas aliados ao espessamento da endoderme e exoderme
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constituem uma forma de maior adaptagdo ao estresse anaerdbico, uma vez que
além de melhorar a difusdo gasosa, evita a perda radial de oxigénio pelas raizes.
Tal fato pode ser comprovado por uma redugdo da atividade da ADH em
plantulas C18 a partir de 96 h de tratamento quando os aerénquimas ocupavam
40,37% do coértex radicular. Nos tempos seguintes, até o final das avaliagdes, o
aumento na propor¢ao de aerénquimas no cortex foi acompanhado da redugdo na
atividade da ADH, demonstrando a reducdo na taxa de anaerobiose. Outro fato
comprobatério ¢ o aumento do crescimento, em matéria seca, das raizes de
plantulas C18 nas trés ultimas épocas de coleta.

Segundo Irfan et al. (2010), a duracdo do alagamento, bem como os
fatores genotipicos sdo decisivos para a resisténcia da planta ao estresse. Estudos
prévios com diferentes ciclos de selecdo do milho Saracura (DANTAS;
ARAGAO; ALVES, 2001; FRIES et al., 2007; PEREIRA et al., 2008, 2010;
SOUZA et al., 2009; VITORINO et al., 2001) demonstraram maior tolerancia do
mesmo diante de condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio. O presente
estudo corrobora com os anteriores, principalmente no que concerne a presenga
de atributos bioquimicos e fisioldégicos que, por processo de selecdo, estdo
presentes no ciclo 18 e que podem ser responsaveis pela maior tolerancia do
mesmo ao estresse anaerdbico.

A rapida resposta do sistema antioxidante a anaerobiose, elevada
atividade de celulase logo nas primeiras horas de alagamento e ampla formacao
de aerénquimas no cortex sdo caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas que
permitem maior tolerdncia do ciclo 18 ao encharcamento do solo. O
comportamento bioquimico, anatdmico e fisiolégico das plantulas de milho
Saracura sob encharcamento das raizes demonstra que o processo de selegdo foi
eficiente e permite a correlagdo entre produgdo de EROs e a formacdo de

aerénquimas, provavelmente mediadas pelo etileno.
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5 CONCLUSAO

As plantulas do ciclo 18 do milho Saracura apresentam caracteristicas
bioquimicas e morfofisioldgicas que lhe conferem maior tolerdncia ao estresse
anaerobico. Embora em ambos os ciclos de selegdo tenham ocorrido
modificagdes no sistema enzimatico ¢ a formacdo de aerénquimas no cortex, as
respostas apresentadas pelas plantulas do ciclo 18 foram mais intensas que do
ciclo 1, por isso a maior taxa de sobrevivéncia apds serem submetidas a
hipoxia.

Alteragdes no sistema enzimatico e a formagdo de extensas areas de
aerénquimas no cortex, aliados ao espessamento da endoderme e exoderme,
permitiram que as plantulas tolerassem por 168 horas de estresse, mantendo alta
taxa de sobrevivéncia apos serem submetidas a hipoxia.

Existe uma estreita relacao entre o sistema antioxidante, atuagdo de
enzimas de parede celular e a formacdo dos aerénquimas em raizes de milho
Saracura. O processo de sele¢do levou a existéncia de uma variedade com

atributos favoraveis a sua sobrevivéncia em casos de estresse por hipoxia.
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