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RESUMO

VITORINO, Patricia de Fatima Pereira Goulart. Caractenzagao da tolerincia
da variedade de milho Saracura-BR 154 a hipoxia, efeito do cilcio e
modificagies da parede celular, Lavras: UFLA, 1999. 49p. (Dissertagdo -
Mestrado em Agronomia - Fisiologia Vegetal)'

Este trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, MG,
objetivando avaliar a tolerdncia da variedade de milho Saracura-BR 154 em
diferentes periodos sob baixa disponibilidade de oxigénio, assim como o efeito
do calcio no prolongamento desta tolerincia e as alteragSes na composi¢io da
parede celular em plantulas submetidas & hipoxia. Caridpses das variedades de
milho Saracura-BR 154 e BR 107 (tolerante e sensivel a deficiéncia de oxigénio
no meio, respectivamente) foram colocadas para germinar, e, posteriormente,
submetidas a tratamento sob condigdes de hipoxia. Do material obtido, uma
parte foi levada para recuperagio em caixas com vermiculita e destinada a
avaliagdo do vigor e sobrevivéncia, e a outra foi mdlzada nas analises de parede
celular. A sobrevivéncia das plantulas foi avaliada por um periodo de cinco dias,
observando-se a formacdo e enverdecimento de folhas. Extraiu-se a parede
celular de segmentos do mesocétilo com diferentes mten51dades de danos: tecido
normal, transhicido (lise celular) e com o apareclmento de uma constrigio. O
material de parede celular fracionado em substéncias pécticas, hemicelulose 2M
e 4M foi submetido as cromatografias gélica e gasosa. A analise de FTIR foi
realizada em material liofilizado e triturado misturado com KBr. Foram
estudados os efeitos de diferentes concentragdes (0; 0,02; 0,26; 0,51; 0,76 e
1,0%), e formas de aplicagdo de CaCl, (aplicado somente no papel de
germinagdo; somente no mmpio de alagamento; no papel de germinagio e no
tampdo de alagamento e auséncia de calcio) na sobrevivéncia de plantulas de
mitho. Comparativamente 3 BR-107, a variedade Saracura—BR154 apresentou-
se altamente tolerante a hipoxia, comprovando o seu desempenho no campo,
durante o processo de melhoramento genético. A hipoxia, em penodos
prolongados, causou uma desestruturagiio da parede celular formando, na regidio
do mesocétilo, uma intensa lise de células que, em estigios mais avangados,
levou a formagdo de uma constricdo naquela regido, causando o tombamento e
morte das plantas. Estas modifica¢Ses na parede celular foram confirmadas pelas
cromatografias gélica e gasosa e pela anilise de FTIR O formecimento ex6geno
de calcio, prolongou a sobrevivéncia de ambas as vanedados durante o periodo

! Orientador: José Donizeti Alves - UFLA. Membros da Baﬁea: Luis Carlos de Oliveira
Lima (UFLA), Paulo César Magalhdes (CNPMS). |



de alagamento, retardando as modificagdés nd parede celular, e por conseguinte,
os danos descritos anteriormente.



ABSTRACT

VITORINO, Patricia de Fatima Pereira Goulart. Caxf'acterization of tolerance
of maize Saracura-BR 154 variety to hipoxia, calcium effect and cell
wall modifications. Lavras: UFLA, 1999. 49p. (Dissertation - Master in
Agronomy - Plant Physiology)™

This research was conducted at Universid;ade Federal de :Lavras ,
Lavras MG, to evaluate the maize Saracura-BR 154 variety tolerance in different
periods under low oxygen availability,as well as, the calcium effect in extending
this tolerance and the alterations in the cell wall composition in plantlets
submitted to hypoxia. Cariopsis from maize variety Saracura-BR 154 and BR
107 (tolerant and sensitive to low oxygen levels), respectivaly were set to
germinate and latter submitted to hypoxia conditions.f, Part of this material was
used for recovery in boxes with vermiculite and it was evaluated for vigor and
survival, and the other half used for cell wall analysis. The plantlet survival was
evaluated during five days, it was observed the number and greening of the
leaves. Cell wall was obtained from mesocotyl segments, with different damage
intensities: normal tissue, translucid (celular lysi's) and the constriction
appearing. The fractionated cell wall material in pectic substances, hemicelulosis
2 and 4 M was analyzed by gel filtration and gas chromatography. The FTIR
profile was made in liophylized material, tritured and mixed with KBr. In
addition, it was evaluated differents concentrations (0; 0.02; 0.26; 0.51; 0.76 and
1.0%), and different mode of CaCl, application (only in germination paper; cnly
in flooding buffer; in germination paper and flooding and without CaCly) in
maize plantlet survival. Comparatively to BR 107, the Saracura-BR 154 variety
showed highly tolerant to hypoxia, confirming its field performance during the
breeding program. The hypoxia during long period caused cell wall
desestruturation, causing in mesocotyl region a intense cell lysis, that in and
plant death. These cell wall modifications were oonﬁhned by gelic and gaseous
chromatography and FTIR spectrum. The exogenous calcium prolonged the
survival in both varieties during the flooding period, retarding the cell wall
modifications and damages cited above.

* Adviser; José Donizeti Alves - UFLA_ Guidance oommme Luis Carlos de Oliveira
Lima (UFLA), Paulo César Magalhdes (CNPMS). 5



1 INTRODUCAO

A produtividade média brasileira de élimo é de 2709g/ha
(Milho...,1999). Em &reas de solo encharcado e conseqiiente baixa
disponibilidade de oxigénio, tanto a produtividade como o crescimento dessa
cultura, de maneira geral, sio fortemente afetad(i)s (Rizzini, 1976). Essa
caracteristica encontrada em cerca de 28 milhdes defhectares de varzeas com
aptido para a utilizagdo agricola no Brasil, tem restringido o cultivo do milho
(Silva, 1984). ;

Estas areas, apesar de possuirem de médié a alta fertilidade, estdo

sujeitas a periodos intermitentes de encharcamento do solo por alto regime :

pluvial, por inundagdo de cursos de dgua ou por deficiéncia de drenagem (Lopes, |

Parentoni e Magnavaca, 1988). Em ambientes onde; a resisténcia difusiva da

. . . | .
maioria dos gases é aproximadamente 10.000 vezes maior que a do ar, a

respiracio das plantas e dos microorganismos, :consumindo o oxigénio

remanescente, cria condi¢des de hipoxia ou de anoxia (Armstrong, Brandle e

Jackson, 1994), altamente desfavoraveis ao desemjvolvimento das culturas.
Dentre as causas do insucesso da cultura do Imlho em solos com periodos
intermitentes de excesso de dgua, destaca-se a sensibilidade da espécie a esse

. -~ - ~ . i . -~ -
tipo de estresse, como decorréncia da auséncia de mecanismos de tolerdncia ou

resisténcia. Tem-se verificado, entretanto, que algumas variedades como a -

B73Ht cultivada no estado de Illinois/USA, nomahnénte conseguem sobreviver

sob estresse anaerébico por um periodo de trés dias (Lemke-Keyes e Sachs,
1989), :
No Brasil, o Centro Nacional de Pesqulisa de Milho e Sorgo
(CNPMS/EMBRAPA) desenvolveu o Saracura-BR 154, uma variedade de
milho de polinizagdo livre que, apés nove cicloi de selegdo massal sob

condigdes de excesso de umidade no solo, revelou-se como uma das mais



adequadas para o cultivo em areas sujeitas ao encharcamento. Nessas condigdes,
do ciclo um ao nove, o peso da espiga aumentou em 25% enquanto que sob
condi¢do normal de agua no solo, o aumento verificado foi de apenas 14%
(Parentonni et al., 1996). Como respostas indiretas a sele¢éio para a tolerincia ao
encharcamento, observaram-se tendéncias a aumentar a altura da planta e espiga,
a prolificidade e a diminuir o quebramento do colmo. A produgdio comercial do
Saracura-BR 154 em areas sujeitas ao encharcamento temporario iniciou-se no
verdo 1997/98.

Ainda que a variedade Saracura-BR 154 seja recomendada para o
cultivo em dareas sujeitas ao encharcamento, nido foram, até o momento,
estudados os mecanismos que conferem a esta variedade o alto grau de
tolerancia a deficiéncia de oxigénio no solo.

Alguns relatos encontrados na literatura mencionam que variedades de
milho suscetiveis ao alagamento apresentam um acentuado amolecimento na
regido do mesocétilo da plintula em relacdio as variedades tolerantes .(Saab ]
Sachs, 1996). Uma das causas para esse enfraquecimento poderia ser altera¢Ges
na composicdo da parede celular, como acontece no amadurecimento de frutos
(Huysamer, Greve e Labavitch, 1997). Apesar disso, as pesquisas enfocando
alagamento e variagdes na composi¢do da parede sdo praticamente inexistentes.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a tolerancia da
variedade de milho Saracura-BR154 em diferentes periodos sob baixa
disponibilidade de oxigénio, o efeito do cilcio no prolongamento dessa
tolerancia, bem como as alteracdes na composi¢cio da parede celular em

plantulas submetidas a hipoxia.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo celular sob deficiéncia de oxigénio

[}
|

Deficiéncia de oxigénio no solo causada pelo excesso de 4gua altera a
expressdo de genes, levando, em alguns casos, a uni ajustamento metabolico,
anatdmico ou morfoldgico, que permite is plantas sobir'eviverem por periodos de
tempo mais prolongados nessa condi¢io desfavoravel (Drew, 1997). Como essas
alteragdes sdo reguladas a nivel de transcri¢io e tradugdio (Sachs, 1998), a baixa
disponibilidade de oxigénio induz & expressio dos getjes que codificam para os
polipeptideos conhecidos como anaerébicos (ANiPs), tais como: alcool
desidrogenase (Sachs e Freeling, 1978), aldolase ﬂ(elley e Tolan, 1986),
sacarose sintetase (Springer et al., 1986), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(Russell e Sachs, 1991), enolase (Lal et al. 1998), gl‘xcose-é-fosﬁto isomerase

(Kelley e Freeling, 1984) e piruvato descarboxilase (Lazlo e Lawrence, 1983),

entre outros.

Nas primeiras duas horas de estresse anaerébiéo, ocorre forte repressd@o
da sintese de proteinas aerdbicas acom;.)anhada de proérmiva indugZo da sintese
de 20 ANPs em raizes primarias de plintulas de 1inilho (Sachs, Freeling e
Okimoto, 1980). A maioria dos ANPs tem sido identificada como sendo enzimas
envolvidas na glicolise ou no metabolismo dos aqﬁcarPs—fosﬁto (Germain et al.,
1997; Sachs et al., 1996; Menezes Neto, Alves e Olivejra, 1995). Entretanto, tem
sido observado que o gene que codifica para uma Ijoméloga da xyloglucana
endotransglicosidase, uma enzima aparentemente envélvida com a formacgdo de
aerénquimas em raizes de milho, também ¢ mduzldo pelo déficit de oxigénio

(Peschke e Sachs, 1994). ‘

Dentre os ANPs, destaca-se a importd cla da enzima alcool
desidrogenase (ADH) no aumento da tolerdncia de qlantas de milho a anoxia -



(Hole et al., 1992). Russell e Sachs (1992) observaram que o nivel do mRNA-
ADH aumentou 10 vezes sob anaerobiose, enquanto que a sintese in vivo desta
proteina, em relagdo a sintese de proteina total, aumentou em um nimero muito
maior, indicando um controle mais efetivo no processo de tradugiio. Esses
resultados mostram que a auséncia de oxigénio leva a um déficit de energia na
célula, pela limitada fosforilagdo oxidativa do ADP, em fung3o do desvio da rota
oxidativa para a rota fermentativa. Neste caso, a produgiio liquida de ATP
decresce de 36 na primeira via para 2 na segunda via (Vartapetian e Jackson,
1997; Koslowski, 1997).

A presen¢a dos ANPs pode induzir mudangas metabélicas que, por
conseqiiéncia, causam diferentes tipos de adaptagSes anatdmicas e morfologicas
como: formagdo de aerénquimas (He, Drew e Morgan, 1994), raizes adventicias
(Pezeshki, 1994; Osundina, 1998) e hipertrofia de lenticelas (Tang e Kozlowski,
1984; Siebel, VanWijk e Blom 1998; Crawford e James, 1998). A formagdo dos
aerénquimas, associada ou ndo com as lenticelas, permite a difusio do oxigénio
da parte aérea até o sistema radicular, levando a aera¢fo ao meio intracelular das
raizes, ainda que este érgdo permaneca em um meio deficiente em oxigénio
(Drew, 1997). Esse tipo de adaptagdo tem prolongado a sobrevivéncia das
plantas, principalmente aquelas de rdpido crescimento, como o amroz (Kende,
Knaap e Cho, 1998), Echinochloa phylopogon (Fox, Kennedy e Rumpho, 1994)
e Lotus sp ( Crawford e James, 1998), em ambientes alagados. O aparecimento
de raizes adventicias, por sua vez, permite a manutencio de uma atividade
metabolica oxidativa na regifio mais superficial do sistema radicular, uma vez
que esta camada apresenta-se com niveis mais elevados de oxigénio (Pezeshki,
Pardue e DeLaune, 1996)

A formagdo de aerénquimas tem sido extensivamente estudada em
plantas com raizes submersas. Drew, Jackson e Giffard (1979) e He, Morgan e
Drew (1996) observaram que a condi¢io de hipoxia induziu a producio de



etileno endogeno e este, atnando como um mensageiro secundario, provocaria a
formagdo de aerénquimas. Plantas deficientes em nitrogénio e fosforo,
cultivadas em ambientes aerados, também formam aer{énquimas sob a influéncia
do etileno (He, Morgan e Drew, 1992). Existem foites evidéncias de que o
rapido aparecimento desses espagos aéreos corticais em raizes esteja associado a
indugdo de enzimas de degradagio da parede celular, tais como celulase (He,
Drew e Morgan, 1994) e xyloglucanaendatransglicosi&ase (Saab e Sachs, 1996)
Esses ultimos autores sugerem que a hipoxia provoca:scertos “desarranjos™ dos
componentes da parede celular levando ao amolecime@to de plantas de milho na
regifo do mesocétilo, provocados talvez por enzxmas que atuam na propria
parede celular ou na lamela média. Desta forma, as oe:{lulas sem a devida coesdo
e com paredes celulares desestruturadas entram em: colapso e perdem sua
integridade, conforme mostrado por Aurisano, Bertani e Reggiani (1995) em
plantulas de amoz. De acordo com os m&cmojs autores, o complexo
calcio/calmodulina poderia estar envolvido na preservagdo da integridade da
parede celular.

A tolerdncia a baixa disponibilidade de oxigénio pode também estar
relacionada com a utilizagiio de vias alternativas, com produtos finais menos
prejudiciais a sobrevivéncia das células do que o %tanol, tais como malato, .
aspartato, piruvato, succinato, alanina, serina e outros (Vartapetian e Jackson,
1997). ’

2.2 Influéncia do célcio na estabilidade da parede ceflular
|

Subbaiah, Zhang e Sachs (1994), estudando o envolvimento do calcio
intracelular mediante o uso de antagénicos do célci‘ ou de bloqueadores de
canais de calcio, concluiram que esse elemento exerce importante papel na

sobrevivéncia de plintulas de milho em ambiente aqaerébico. De acordo com



diversos autores, o cilcio estaria atuando como elemento importante na
transducdo de estimulos externos em respostas metabélicas(Aurisano, Bertani e
Reggiani, 1995; Felle e Hepler, 1997; Sheen, 1996; Subbaiah, Zhang e Sachs,
1994 e Subbaiah, Bush e Sachs, 1994). Os dois ultimos trabathos demonstram
que, sob anoxia, a mobilizagdo do calcio de reservatdrios intracelulares até o
citoplasma induziu a transcricio dos mRNAs adhl e shl que, uma vez
traduzidos, levaram a sintese das proteinas anaerébicas alcool desidrogenase e
sacarose sintase, respectivamente.

Até o momento, todas as pesquisas tém apontado que o cilcio atua
como um mensageiro secundario na percepcio de sinais externos ambientais
(Subbaiah, 1996). Entretanto, uma série de estudos pés-colheita vém mostrando
que a aplicagdo de cilcio exogeno tem estendido a vida de prateleira de frutos de
manga e péssego como resultado de uma maior estabilidade da parede celular
(Lima, 1997, Souza, 1998). A caracterizagdo da composigio de parede celular
em suas fragdes substincias pécticas, hemicelulose e a-celulose tem ajudado a
explicar, em muitos casos, a causa do amolecimento de frutos.

A relagdo entre o cilcio e a parede celular pode, em parte, explicar a
manutengio da finrmeza e o aumento da resisténcia dos frutos a invasio por
alguns microrganismos (Conway, Sams e Watada, 1995). O modelo mais aceito
de ligag¢do do calcio aos poligalacturonatos é o do tipo “egg box™ (Bums e
Pressey, 1987). O processo de ligagdo do cdlcio com a parede celular de tecidos
de plantas ocorre por meio de ligag3es iénicas dos grupos carboxilicos livres dos
polimeros de acidos urdnicos na parede celular (Siddiqui e Bangersth, 1996;
Saftner e Conway, 1998). Em estudos realizados por Kobayashi et al. (1999),
verificou-se que, além do borato, o calcio ligado &s ramnogalacturonanas sdo
responsaveis pela estabilizagdo dos polissacarideos  pécticos e,
consequentemente, da parede celular.



Uma vez que tem sido observado, sob condigdes de hipoxia e de anoxia,
o amolecimento da regiio do mesocétilo de plﬁntulas de milho, como
consegiiéncia de lises de células, causadas, possivelmlente por agdo de enzimas
hidroliticas (Saab e Sachs, 1996), é possivel que oicélcio poderia atuar ndo
somente como mensageiro secundirio mas tambEém como um elemento
estrutural, durante o periodo de déficit de oxigénio. Segundo Sahmke, Bolin e
Reddy (1991), o calcio, ao se associar com as substincias pécticas, provoca
restrides espaciais a acdo de enzimas hidroliticas. Conway, Sams e Watada
(1995), trabalhando com frutos de mags, mostraram que a aplicagdo exdgena de
calcio inibiu a atividade das enzimas pectina metil esterase e poligalacturonase.
Sendo assim, em plantas alagadas o cilcio poderia%:atuar na estabilidade da
enzimas hidroliticas, reduzir o acesso ao sitio da hidfélise (Sidiqui e Bangerth,
1996), retardando o aparecimento da lesio no mesoc(?tilo e, com isto, aumentar °

tolerdncia ao periodo de alagamento das plantas. |

2.3 Aspectos gerais sobre a parede celular
I

A parede celular dos vegetais é o compox?lente mais resistente dos
tecidos, consistindo de microfibrilas de celulose{i embebidas em matriz
polissacaridica flexivel, composta de substincias pécticas, hemiceluloses e
proteinas. As células sio mantidas unidas pela amela média, constituida
principalmente por substincias pécticas que fomeceniz' a coes3o necessaria para -
manter a unidade estrutural da parede celular (Brett e Waldron, 1990).

Segundo Carpita (1998), a parede celular é um compartimento dindmico
que sofre mudangas no decorrer da vida da célula. A‘ parede celular primaria ¢ |
gerada durante a divisdo celular e aumenta lapidame]me sua area de superficie

durante a expansdo celular. A lamela média é a interface entre a parede celular

i
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primaria e as células vizinhas. Finalmente, por diferencia¢dio, varias células
elaboram, no interior da parede celular primaria, a parede celular secundiria,
construindo uma complexa estrutura compativel com as fingdes da célula.
Alguns tipos de células possuem, ent3o, a parede celular primaria e uma distinta
parede celular secundaria. Nas paredes celulares primarias existem proporgdes
semelhantes de pectinas, hemiceluloses e celulose. De modo simplificado, a
celulose tem a fung3o de conferir rigidez e resisténcia ao cisalhamento, enquanto
que as hemiceluloses e as substincias pécticas conferem plasticidade e
elasticidade (Taiz e Zeiger, 1991).

A estrutura quimica das paredes celulares de gramineas difere de todas
as outras espécies de plantas florigenas, em diversos pontos: no complexo dos
glucanos que se entrelagam e nas microfibrilas de celulose que se entrecruzam
formando uma forte estrutura; na natureza da matriz gélica ao redor desta
estrutura; no tipo de sustincias aromaticas e proteinas estruturais que se ligam
covalentemente as paredes primdrias e secundarias (Carpita, 1996).

Em gramineas, as pectinas constituem um pequena porgio da parede
celular e o seu papel é substituido funcionalmente pelo acido ghucosilurénico
dos glucoarabinoxilanos (Kim e Carpita, 1992),

Estudando paredes celulares de coledptilos de milho, Inouhe e Nevins
(1997) observaram que elas sio constituidas predominantemente de arabinose,
xilose e glicose como agicares neutros de polissacarideos n3o celuldsicos.
Destes agucares, a glicose representou o maior componente, tanto de glucanos
celuldsicos como ndo celulésicos. A medida em que aumentou a idade dos
coledptilos, a proporgiio de glicose teve um aumento enquanto os niveis de
arabinose e xilose decresceram. Entretanto, apesar da composi¢io basica da
parede celular de milho ser relativamente conhecida, as modificagdes causadas
pela hipoxia e ou anoxia s@o praticamente desconhecidas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material utilizado

Para a realizacdo do presente trabalho, foram utilizadas duas variedades
de milho desenvolvidas no CNPMS, Saracura BR-15;4 e BR 107. A variedade
Saracura BR-154 apresenta como caracteristica prmclpal a capacidade de
suportar periodos intermitentes de encharcamento do solo e pode ser usado para
a produgdo de grios, milho verde e forragem. Seu glclo ¢ precoce, altura de
planta por volta de 235 cm, altura de espiga 132 cm, 1:nedla de produtividade de
5 a 6,5 tha, étima resisténcia ao acamamento e ao ql?lebramento, graos do tipo
semiduro, e de cor laranja. Com relagdo a variedaft'ie BR 107, considerada
sensivel a deficiéncia de oxigénio no solo, as caractﬁristicas mais importantes
sdo: variedade formada a partir do Composto Flint, Cateto Coldmbia, Cateto
Sete Lagoas e Mescla Amarilha. Apresenta ciclo semi-precoce,e média de
produtividade variando de 4 a 5tha; apresenta resisténcia intermediiria ao
acamamento € ao quebramento, altura da planta de 262 cm, altura da espiga 160
cm, gréos do tipo flint, de cor laranja escura. }

i
'

3.2 Indugdio do estresse

Cariépses das variedades de milho Saracura e BR 107 (tolerante e
sensivel a deficiéncia de oxigénio no meio, respectivamente), apdés serem
lavadas com Clorox a 0,5% (v/v) por 10 minutos, fomm colocadas para germinar
em papel de germinagio tratado com Captan a 0,5%, por 4 dias, a 27°C, no

escuro. Apds esse periodo, quatro rolos de papel de germinacdo contendo 25
plantulas em cada um foram colocados em recipientes contendo um litro de



tampdo de alagamento (SmM Tris-HC, pH8, 100mg. L' de ampicilina) sugerido
por Saab e Sachs (1996), ficando os mesmos acondicionados na posigiio vertical
e totalmente submersos. Apés o borbulhamento com N, (1L min™) durante 3
minutos a fim de se conseguir uma condi¢io de baixa disponibilidade de
oxigénio no meio, os recipientes foram selados e deixados a 28°C no escuro, por
diferentes periodos de tempo. Quatro rolos de papel contendo 25 plantulas em
cada um permaneceram no germinador como testemunhas. O experimento foi
conduzido em delineamento de blocos 20 acaso num sistema fatorial de 6 X 2
com 4 repetigoes sendo 6 tempos de hipoxia e duas variedades. Uma parte desse
material destinou-se a avaliagdo do vigor e sobrevivéncia e outra parte foi

utilizada nas analises de parede celular.

3.3 Avaliacdo do pH do tampiio de alagamento, do vigor e sobrevivéncia das

plantas

Apés 1, 2, 3, 4, 5, e 6 dias de hipoxia, mediu-se o pH do tampao de
alagamento e as plantulas foram transferidas para caixas com vermiculita e
mantidas em ambiente com temperatura de 28°C, umidade relativa de, no
minimo, 85% e fotoperiodo de 16 horas com uma intensidade de radiagdo de 200
umol.seg” 'm™. A sobrevivéncia das plantulas foi avaliada apés cinco dias,

observando-se o langamento e enverdecimento de folhas .
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3.4 Andlise da paréde celular

3.4.1 Extracio
|

Segmentos do mesocdtilo com aparéncia; e consisténcia distintas
(normal, translicido e constrigdo), obtidos da regiio mais proximal (basal) e
distal (apical) da cariépse foram separados e congelados em N, liquido para
analises posteriores. T

A parede celular foi extraida segundo a metodologia proposta por:
Mitcham e McDonald (1992), citados por Lima (1997), com algumas
modificagdes. Aproximadamente 15g de cada por&o do mesocdtilo foram
trituradas em homogeneizador com tampéo fosfato{0,1M pH7,5 (15mL) com
adicio de azida sodica 0,02%, dodecil sulfato ‘ide soédio 1% e de 2-
mercaptoetanol 1% (p/v) e mantidos em repouso por 2 horas a 40°C. Em
seguida, o homogenato foi filtrado e o residuo lavado com 100mL do mesmo
tampdo sob filtragdo a vacuo. Adicionaram-se entdo ao residuo, 30mL de fenol:
acido acético e agua (2:1:1 v/v) mantendo-0 em repouso por 20 minutos, apds o
que, lavou-se novamente o residuo com 100mL de tampio fosfato. O residuo foi
ressuspendido em 80mL de dimetil sulféxido 9: l(v/v), aquecido a 100°C por 30
. minutos e mantido durante a noite a temperatura ambxente

Apos homogeneizagdo, filtragio e lavagem com cerca de 30mL de
tamp3o acetato a 0,1M pHS5,0, seguidas de nova la\iragem extensiva com agua
destilada, o residuo foi dialisado em membrana de dialise (cut-off 6000 - 8000)
por 24 h contra 4gua destilada, seguido de filtragsio a vacuo. O residuo contendo:
material de parede celular (MPC) foi msuspendido em uma solu¢do de
amiloglucosidase 220mg/100mL (6300 unidades/g) em tampdo acetato de sédio
pH4,8 e incubado a 40°C por 2 h. Em seguida, a mistura‘ foi lavada com agua’
destilada e filtrada. Este residuo contendo MPC foi submetido ao teste do iodo!

1 |



com KU1, para se verificar a auséncia de amido. O teste, foi entdo ressuspendido
em 50mL de uma mistura de cloroformio metanol (1:1 v/v), filtrado a vacuo e
lavado com acetona, deixando-o secar ao ambiente, obtendo entio o MPC
isolado.

Visando a obtengdo das fragdes substancias pécticas, hemicelulose 2 M
e hemicelulose 4 M, foram adicionados ao MPC 25mL de oxalato de amonia
0,5%, deixando-o por 1 h em banho maria a 60°C, com agitagdo. Apds este
periodo centrifugou-se o material a 2000g por 20 minutos, repetindo-se a
extragdo com oxalato de amonia por mais duas vezes. Os sobrenadantes foram
combinados e dialisados por 24 h, seguidos de liofilizagao por 72 h, originando,
entdo, a fragdo substancias pécticas da parede celular.

No precipitado resultante da extracdo do oxalato foram adicionados
40mL de uma solucao de KOH 2 M, permanecendo a mistura em atmosfera de
nitrogénio (contendo NaBH; 100mM) por 12 h. Apds a filtragdo a vacuo,
ajustou-se o pH do filtrado para 7,0 a 4°C, com posterior dialise por 24 h e
liofilizagdo, originando a fracdo hemicelulose 2 M. :

O residuo remanescente da filtracdo foi submetido a uma solucdo de
KOH 4 M, em atmosfera de nitrogénio contendo NaBH, 100mM por 24 h. Apos
a filtragdo a vacuo, o filtrado teve seu pH ajustado para 7,0 com acido acético e,
apos dialise e liofilizagao por 72 h, obteve-se a fragao hemicelulose 4 M.

Estas fragoes de parede celular liofilizadas foram entdo submetidas a

analise cromatografica.
3.4.2 Cromatografia gélica
A filtragdo em gel dos poliuronideos das amostras foi realizada em uma

coluna (72 X 1,8cm) de Sephadex G-200 previamente calibrada com dextrose

(PM=70.000kDa) e glicose (PM=180,6 Da), com um fluxo ajustado para



23mL/hora. Em seguida a determinagdo do volume vazio (Vo) com azul de
dextran, (2000kDa), fragdes de 3mg do material de parede celular liofilizado,
foram ressuspensas em 2 mL do tampdo de elui¢do (fosfato de sodio 0,1M,
pH7,5) e aplicadas na coluna.

Em um coletor de fragoes BioRad Modelo 2110 coletou-se o volume a
cada 2 mL, no qual analisou-se a pectina pelo método colorimétrico do carbazol
(Bitter e Muir, 1962). Apos cada etapa de fracionamento fez-se a lavagem do
sistema permitindo-se a passagem de tampao correspondente a duas vezes o seu

volume total.

3.4.3 Cromatografia gasosa

Em fragdes previamente isoladas de substancias pécticas, hemicelulose 2
M e 4 M foi conduzida a derivatizagdo dos agucares neutros, conforme
Albersheim et al. (1967).

A hidrolise dos polissacarideos foi realizada em cada amostra de 3mg
com 500uL de acido trifluoroacético (TFA) a 2 N, contendo 10mg/mL do
padrdo interno, mioinositol. Os tubos de ensaio com boca rosqueada foram
vedados e aquecidos por 1 h a 121°C em block heater (aquecimento a seco).Em
seguida, a evaporagdo do TFA em banho maria a 45°C, adicionaram-se 0,5ml
de metanol P.A. que foi também evaporado até a secagem.

A redugao dos polissacarideos foi iniciada pela adigdo de 0,15mL de
hidroxido de aménia a IN, contendo 10mg de borohidreto de sédio. Apos 1h, a
temperatura ambiente, o excesso de boridreto de sodio foi retirado com adigio
de acido acético com posterior evaporagdo em banho-maria a 45°C até a
secagem.

Apos a adigdo de 0,5mL da mistura de metanol:acido acético (9:1),

permitiu-se a secagem, repetindo-se a operagdo por quatro vezes quando, entdo,
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adicionaram-se 0,5mL de metanol com posterior secagem. Esta operacio foi
repetida por mais 3 vezes.

A acetilagdo dos polissacarideos foi realizada por 3 h a 121°C mediante
o uso de 0,15mL de anidrido acético. Em seguida ao esfriamento e secagem em
banho-maria a 45°C, adicionaram-se 0,5 ml de metanocl, apés o qué o material,
foi seco e a operacdio repetida por mais duas vezes.

As amostras assim derivatizadas foram diluidas em 200pL de acetona e
injetadas em cromatografo a gas Varian (série 3000) modelo 3300 acoplado a
Integrador Intralab Mod 4290, com detector de ionizagio de chama. Utilizaram-
se como padrdes, thammnose (Rha), fucose (Fuc), arabinose (Ara), xilose (xil),
manose (Man), galactose (Gal), glicose (Gli) e mioinositol, sendo este ultimo o
padriio intemo e todos os agiicares na concentragdo de 1g.L” . Foi utilizada uma
coluna capilar OV-DB 225 com 0,25mm de didmetro e 25m de comprimento e
nitrogénio como gas de arraste.

Utilizou-se sensibilidade 10™"! e atenuagio 8, sendo a pressdo e o fluxo
21 psi, e 3,0ml.min" para o gas de arraste, 30ml.min"’ para o hidrogénio e
300mL/min"' para o ar sintético. A temperatura da coluna isocritica foi de
210°C, a do injetor 250°C e a do detetor 300°C.

3.4.4 Espectro de infravermelho com transformacgio dos dados pela série
de Fourrier (FTIR)

Os segmentos do mesocétilo das regiGes basal e apical e com aspecto
normal, transhicido e constricio foram congelados liofilizados e moidos.
Aproximadamente 10mg de cada amostra foram misturadas em 100mg de KBr.
Em seguida, esta mistura foi triturada, homogeneizada e submetida a leitura na
regido do infravermelho para obtenc¢do do espectro de FTIR. As interpretacGes
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qualitativas dos diferentes grupos de carboidratos foram realizadas de acordo

com McCann et al. (1997).

3.5 Envolvimento do cailcio na tolerincia das plantaTs de milho ao estresse
x

H
~z

de oxigénio

Para estudar o envolvimento do calcio na tolerdncia das plantas de milho
ao estresse de oxigénio, foram realizados trés experimentos. No primeiro
experimento foram estudados diferentes modos de apiicac;e'io de CaCl, num
delineamento em blocos casualizados, no sistema fatorial 3 X 2 com quatro
repeticdes de 25 plantas por unidade experimental, 1sendo trés modos de
aplicagdo (no papel de germinagio, no tampio de alagatlfnento € no papel e no
tampdo, simultaneamente) na presenca e auséncia d;e calcio. Para tanto,
cariopses foram colocadas para germinar em papel de germinagio tratado com
Captan a 0,5% e, posteriormente umedecido em agua ou em solugo aquosa de
CaCl; na concentragdo de 0,76%. Em seguida, os rolos foram mantidos por 4
dias na posigdo horizontal 2 27°C no escuro. Quatro rolos de papel de
germinac3o, contendo 25 plantulas cada um, foram colocados em recipientes
contendo um litro de tampéo de alagamento (SmM Tﬁs—HFl, pHS, 100mg.L" de
ampicilina) contendo ou nio CaCl, a 0,76%, de modo é;ue os rolos ficassem
acondicionados na posicdo vertical e totalmente submersos. Apos
borbulhamento com N, gasoso (1L.min""), durante 3 mmutos os recipientes
foram selados e deixados a 28°C no escuro. :

Apos 96 horas, as plantulas foram transferidjas para caixas com
vermiculita e mantidas em ambiente sob temperatura a 28°C, umidade relativa
de no minimo 85% e fotoperiodo de 16 horas. Apds cinco dias sob essas
condigdes, a sobrevivéncia foi avaliada observando-se aL formag¢do de novas

folhas e enverdecimento das plantulas.
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Definido o methor modo de aplicagio, imstalou-se um segundo
experimento em blocos ao acaso, com o objetivo de avaliar a melhor dose de
CaCl; em 5 tratamentos correspondentes as doses de 0,02%, 0,256, 0,51 0,76 e
1% e uma variedade, o milho Saracura BR-154, com 4 repeti¢des.

Finalmente, definido o melhor modo de aplicagio (no papel de
germinagdo e no tampdo de alagamento) e a melhor dose de CaCl, (0,76%)
montou-se um terceiro experimento visando estudar o efeito do célcio nas duas
variedades em estudo, Saracura BR-154 e BR 107. Este experimento foi
montado obedecendo a um esquema fatorial de 6 X 2 X 2, sendo 6 tempos de
hipoxia X 2 niveis de calcio X 2 variedades, com 4 repeticdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Toleréancia do Saracura-BR 154 i baixa disponibilfdade de oxigénio no

Ao analisar os resultados do estudo da tolerdncia a baixa disponibilidade
de oxigénio no meio, observou-se que a variedade Saraéura, apresentou indices
percentuais de sobrevivéncia de 15, 43 e 42% superiores:ao BR 107, para 1, 2 ¢
3 dias de hipoxia, respectivamente (Figura 1). Apés o qiiarto dia, as plantas de
BR 107 mostraram sua sensibilidade & deficiéncia de oxigénio no meio,
apresentando taxa de sobrevivéncia proxima de zero. Natiuele mesmo periodo, a
sobrevivéncia do 'Saracura’ foi de 75%. Desta forma, obs;erva-se que em relagdo
a variédade BR 107, a variedade Saracura BR 154 apresenta-se com aita
tolerdncia a hipoxia. i‘

A variedade Saracura BR-154 foi desenvolvida 1’;‘0 Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo (CNPMS/EMBRAPA) conl'lo uma op¢io para o
cultivo em areas sujeitas ao encharcamento. Esse composto de milho de ampla
base genética foi estudado em nove ciclos da selec;ﬁoimassal e obteve, sob
condigdes de deficiéncia de oxigénio no meio, aumentosiem alguns parametros
relacionados com a produg¢do, os quais permitiram a sua: selecio (Parentonni et
al.1996). 3

Trabalhando com diversos hibridos sob ¢ ;ndigﬁ&s de estresse
anaerobico, Lemke-Keyes & Sachs (1989) verificaram quea variedade B73Ht e
apresentou methor desempenho, chegando a indices de sqbrevivéncia de 61% e
14%, apés 3 e 4 dias de estresse anaerdbico, respectivamente. Para o mesmo
periodo sob deficiéncia de oxigénio no meio, a variedade Saracura apresentou
indices de sobrevivéncia de 85% e 73% e, mesmo apds 5‘ dias de anoxia, ainda

1

’
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manteve indice de sobrevivéncia de 29%, valor superior a mais que duas vezes o
indice obtido pela variedade americana B73Ht ( Figura 1).

100 -
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B
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g 4
S 20-

0

Hipoxia (dias)

. —8— Saracura-BR 154 ——BR 107

Fiéura 1. Sobrevivéncia de plantas de milho das variedades BR 107 e Saracura-
BR154 submetidas a condicGes de deficiéncia de oxigénio.UFLA,
II;,e:rzais-MG, 1999 (barras indicam média + ou - erro padrio da média

Somente a partir do quarto dia de deficiéncia de oxigénio as plantas de

Saracura mostraram queda acentuada na sobrevivéncia, tomando-se flacidas,

com reflexos negativos na recuperagdo pés-hipoxia. Plantas que ndo

conseguiram sobreviver pos-hipoxia apresentaram, na regiio do mesocétilo,
durante o estresse, um aspecto transhicido, com aparente lise das células (Figura

2). Com o prolongamento do déficit de oxigénio, a plantula como um todo

tomou-se flacida, formando-se, na regido transhicida, uma forte constrigio

responsavel pelo tombamento e morte das mesmas. Esses resultados sugerem
que a formagdo da regido transhicida é o primeiro sinal indicativo da
irreversibilidade dos danos causados pelo défice de oxigénio. A variedade BR

107, quando coxﬁpamda com Saracura-BR 154, apresentou uma formagio

precoce deste fenémeno.
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Translucido Constrigcdo

Figura 2. Segmentos do mesocétilo com aparéncia e consisténcia distintas
(normal, translucido e constri¢do) de plantulas de milho submetidos a
condigdes de deficiéncia de oxigénio.

Saab & Sachs (1996), estudando o envolvimento de enzimas no
metabolismo de parede celular e suas possiveis relagdes com o desenvolvimento
de aerénquimas em plantulas de milho sob deficiéncia de oxigénio no meio,
também observaram que plantulas tratadas anaerobicamente desenvolveram
zonas amolecidas no mesocotilo, as quais eventualmente, evoluiram para toda a
planta. De acordo com os mesmos autores, pode estar envolvida neste processo a
agdo do gene [wus//005/(gfu)] induzido pelo alagamento, o qual codifica, para
uma proteina homologa da xiloglucanaendotransglicosidase, uma enzima
responsavel pelo afrouxamento da parede celular (Peschke & Sachs, 1994; Saab
& Sachs, 1995). Como a expressdo desse gene chega ao maximo apos 12 horas

de tratamento e a formagdo de aerénquimas no mesmo local ocorre apds 48



horas de tratamento, sugere-se o envolwmento de outros genes que codificam
enzimas degradatlvas da parede celular L e

Um dos ﬁltores limitantes 3 sobrevwencla das planﬁs sob deficiéncia de
oxigénio no melo éa acldlﬁcacao vdomntoplasma Para. ambasxas vanedades em
mdo, venﬁcou-se um aumento da acldlﬁw;ao do tampao de);alagamento com

0 tempo de hlpoxm (Flgura 3)

Hipoxia (dias)

[—=— Saracura-BR 154 ——BR 107 |

Figura 3. Valores de pH do tampéo de alagamento em fungdo do periodo de
hipoxia. UFLA, Lavras-MG, 1999 (barras indicam média + ou - erro
padrdo da médian = 4)

Drew (1997) observou que em milho, sob condigdes de deficiéncia de
oxigénio, ocorre um desvio da respiragio aercbica em favor de rotas
fermentativas produzindo lactato e H'. Do lactato produzido, grande parte foi
encontrada no meio de cultivo sugerindo um mecanismo muito eficiente de
eliminagdo desse produto para o meio extemo (Rivoal & Hanson, 1993). No
presente caso, os decréscimos nos valores de pH com o aumento do tempo de
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hipoxia podem estar relacionados a esse mecanismo de regulacdo que impede
que o pH citoplasmatico atinja um nivel letal para a célulia.
4.2 Cromatografia gélica L

O perfil gel cromatogrifico das frages i;fsubsté‘nci:;ls pécticas,
hemicelulose 2 ¢ 4 M isoladas dos segmentos apical e b%‘sal do mesocétilo com
aparéncia normal, zona translicida e constrigio, suge'ﬁe que a evolugdo do
estresse de oxigénio provocou degradagio da parede celular. Percebe-se
claramente na fragdo substincias pécticas da segdio apic‘:@l do mesocétilo com
zona tramslicida e de constri¢io, o aparecimento de uﬁa expressivo pico por
volta da fracdo 31 e a presenca de agiicares de baixo pes? molecular a partir da
fragdo 61, o que ndo aconteceu com o tecido normal (Flgulra 4). O deslocamento
do pico de absorbéncia para a direita revela o aparecimento de polimeros com
peso molecular menor, presentes também em varias ﬁagﬁes (setas) da regido
basal do mesocétilo afetado pela baixa disponibilidade de oxigénio no meio,
como resultado da degradago da parede celular naquela re%giio.

Com relagdo aos cromatogramas obtidos das ﬁ'aqaes de hemicelulose 2
M extraidas das zonas transhicida e de constrigio da gl')brgéo apical e basal
(Figura 5), nota-se a existéncia de alguns polimero#; de peso molecular
intermediario proximos das fragGes de niimero 25 e35ea pf&sengn de polimeros
de baixo peso molecular ao redor da fragio de m'xmerol’?55, comprovando a
degradacéo da parede celular, ausente no tecido normal. I_ ultados semelhantes
foram verificados nos cromatogramas de fragdes hemiceilulose 4M, tanto na

|
De maneira geral, as amostras de mesocétilo com aparéncia transhicida

porg¢io apical como basal (Figura 6).

!
e de constrigio das fragdes substincias pécticas, hemicelulose 2 e 4M
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apresentaram maior absorbancia que aquelas oriundas do tecido normal. Tal fato
sugere que a degradagdo da parede celular nos tecidos afetados pela deficiéncia
de oxigénio, expds extremidades dos polimeros ao ataque do agente cromogeno,
de acordo com a intensidade do dano (normal < translicido < constricdo). Essa
sequéncia de intensidade de danos provavelmente foi decorrente da agdo
coordenada de enzimas hidroliticas de parede celular (Peschke & Sachs, 1994;
Saab & Sachs, 1996) tais como celulases, pectinametilesterases,
poligalacturonases e xiloglucanaendotransglicosidase (Fischer & Bennett, 1991;
Fry, 1995) que atuam despolimerizando seus componentes, originando materiais
de pesos moleculares menores.

Diversos relatos encontrados na literatura relacionam o aparecimento de
polimeros de peso molecular menor na cromatografia gélica originados da agédo
degradativa das enzimas hidroliticas sobre os componentes da parede celular.
Foram observados em frutos de tomate (Carrington, Greve & Labavitch, 1993) e
manga (Faria et al., 1994 e Sobac et al., 1997) incrementos drasticos na
atividade da poligalacturonase no inicio do processo de amadurecimento
exercendo um efeito direto no amolecimento dos tecidos. Panavas, Reid &
Rubinstein (1998) relataram que, a medida em que ocorre a senescéncia de
tecidos de pétalas de lirio, as atividades das enzimas celulase e poligalacturonase
aumentam, o que também ocorre previamente com a pectinametilesterase. Esse
fato confirma o observado por Gaffe, Tiznado & Handa (1997) de que
pectinametilesterase desesterifica as pectinas, tomando-as mais acessiveis a
degradagdo pela poligalacturonase uma vez que esta ¢ mais ativa na degradacido
de pectinas desmetiladas que metiladas (Seymour et al., 1987; Koch & Nevins.
1989). Fannut, Gidley & Reid (1993) também apresentam resultados que levam
a concluir sobre a participagdo da xiloglucanaendotransglicosidase na

degradagdo da parede celular. Saab & Sachs (1996) sugerem a existéncia de uma



proteina homologa da xiloglucanaendotransglicosidase responsavel pela perda
da integridade e afrouxamento da parede celular.

Pesquisas realizadas nos laboratdrios de Fisiologia Vegetal da UFLA
com o objetivo de estudar a indugdo de ennmas degradatlvas da parede celular
associadas ao défice de oxigénio em milho, mostraram um expressivo aumento
da atividade da celulase a partir do segundo dia de ajagamento decrescendo com
o aparecimento da oonstnqao abs cmco dlas (Dantas 1999) Esses resultados
sugerem que, corﬁ o aumento do tempo d; -hl;);xxa, a a.n;laade da celulase
provoca o aparecimento dos tecidos com zona translucxda e de constrigdo
(Figura 2), ao exercer sua funciio degradativa na parede celular. De maneira
semelhante, He, Drew & Morgan (1994) também mostraram que a atividade da
celulase em plantas de milho sob hipoxia apresenta um auﬁeMo gradativo com o
estresse decrescendo quando a parede celular ja se egcont;ram basicamente

desestruturada.

* Dantas, B.F. (Comunicag3o pessoal, aluna do curso de Mestrado em Fisiologia Vegetal
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Perfil gélico da fragdo substancias pécticas das porgdes apical e basal
de segmentos de mesocétilo de milho (normal - N, translicido - T e
constri¢do - C) submetidos a deficiéncia de oxigénio no meio. UFLA.
Lavras-MG, 1999.
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constricdo - C) submetidos a deficiéncia de oxigénio no meio. UFLA,
Lavras-MG, 1999.



4.3 Cromatografia gasosa

A composi¢do dos aglicares neutros na fragdo ipéc:tica apresentou uma
predominancia de xilose, arabinose ¢ manose (Figura ‘}) Na porgdo apical do
mesocotilo, a concentragdo desses aglicares decresceu .com o aparecimento e
intensidade do estresse (Figura 7 A). Apés os estagios iniciais de degradacdo da
parede celular provocada pela deficiéncia de oxigénio, esses agiicares sofreram
uma translocagdo para a parte basal do mesocétilo, 1fato confirmado pelos
elevados teores dos agticares no tecido com aparéncia transhicida naquela regido
(Figura 7 B). |

Com relagdo a fragio hemicelulose 2M, novamente observa-se a
predominancia de arabinose, xilose e manose nos trés tipos de tecidos, além do
aparecimento de glicose e fucose (Figura 8). A presenca desses agticares de peso
molecular mais baixo também foi comprovada na cron%atograﬁa gélica para a
fragdo hemicelulose 2M apical (Figura 5), quando visuali?za-se os picos por volta
das fragdes de niimero 70. Com relagdo a fragio hemicelulose 4M, observou-se
principalmente a presenga de xilose, thamnose, fucose, arabinose e manose
(Figura 9). |

Com o estresse visualiza-se, na porgio basal (F igixra 9), uma diminuicio
da xilose com um aumento nas concentra¢des de ramnose e fucose. Segundo
Gross (1984), a presenca da rhamnose, que é um compoxjente péctico, na fracdo
hemicelulose 4M porgdo basal justifica-se pelo fato .de existirem pectinas
covalentemente ligadas, o que dificulta a sua remogio, mésmo com uma solucdo
alcalina forte como 0 KOH 2M. Basicamente, a composi¢iio de parede celular de
gramineas possui uma pequena porgdo de pectinas (Kirq e Carpita, 1992). Em
variedades de milho estudadas, a proporgdo entre arabinose e xilose encontrada
foi de 1:1 (Kato e Nevins, 1984). No presente trabgtlho, todas as fragdes

analisadas apresentaram uma maior proporgio de xilose em relagio a arabinose.
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Sachs e Saab (1996), ja citados anteriormente, sugeriram que a hipoxia provoca
um certo amolecimento na regido do mesocétilo de plantulas de milho devido a
uma degeneragdo da parede celular. Os dados apresentados permitem inferir que
a deficiéncia de oxigénio no meio provocou a agéo de enzimas hidroliticas que
por sua vez, agiram na integridade da parede celular, ocasionando a sua
degeneragdo, que foi confirmada pelas cromatografias gélica e gasosa.
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4.4 Espectro de infravermelho com transformacio dos dados pela série de
Fourrier.

Através da anilise de FTIR observa-se que o pico que determina o
comprimento de onda especifico para as substincias pécticas 1600 a 1440cm™
(Perlin & Casu, 1995) desapareceu quase que mem na fragdo constrigdio,
(Figura 10 E,F) se comparada com o normal (Figura 10 AB ) e transliicido
apical (Figural0 C). Essasobserva@t’i&_é comprovam os resultados das analises
das cromatografias gélica e gasosa, constatando a dégradaqio da parede celular.

Foi detectado o apam‘éimento de fnetil ésteres no mesocdtilo com
constri¢io (Figuras 10E) marcado pela presenca do pico 1740cm™ ( Perlin &
Casu, 1995), o que ndo ocorreu quando foram analisados os tecidos de
mesocétilo normal (Figura 10A) e transhicido (Figuras 10C). Este fato também
foi constatado por McCann et al. (1997) que, ao estudar paredes celulares de
fumo no periodo de divisio e expansdo celular, observaram, nas fracdes
correspondentes as pectinas, que uma das modificagGes mais comuns é a metil
esterificagdo dos grupos ﬁnicionais-de acidos carboxilicos, que removem as
cargas negativas usadas para ligagdes cruzadas com o calcio. Esse fato sugere
uma maior atividade de énzimas que ﬁvorec;am 0 processo, permitindo maior
flexibilidade da parede ceiylar. Por conseguinte, a presenca desses picos de metil
ésteres na amostra do tecidd com zona de oonsfriéio pode ser considerada como

um indicio da degradagédo da parede celular.
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4.5 Efeito do cdlcio na sobrevivéncia de plintulas de milho submetidas &
deficiéncia de oxigénio no meio.

Inicialmente foi feito um experimento a fim de avaliar a influéncia de
diferentes formas de aplicagdo e doses de CaCl; na tolerincia do Saracura a
hipoxia. A produgdo de matéria seca das plantas, aumentou com o incremento
das doses de CaCl; até a concentragdo de 0,51% (Figura 11) e a partir dai houve
uma tendéncia de sua estabilizagdo até a dose de 1%. Esse fato reforga
experiéncias de diversos autores citados por Marschner (1997) os quais relatam
a importincia desse elemento na nutrigio e desenvolvimento de plantas.

1,4 9

il

0,0 0,256 0,51 0,7
CaCL (%)

ot
u° '

Matéria seca total(g)
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S N A O 00 =N
'} '] (] [ L] [
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Figura 11.Valores médios de produgio de matéria seca de plantas de milho
Saracura-BR 154 sob deficiéncia de oxigénio, em fin¢io de
diferentes doses de CaCl,.UFLA, Lavras-MG, 1999 (barras indicam
média + ou - erro padrdo da médian = 4)
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A forma mais eficiente de aplicagio do calcio foi detectada quando este
foi adicionado conjuntamente no papel de germinagio e no tampdo de
alagamento (Figura 12). A superioridade desse tratamento revela que o calcio ¢
importante desde o pericdo de germinagiio pela sr presen¢a no papel de
germinagéo, até o periodo de anoxia, quando o tampi%: de alagamento também
apresenta uma concentragio de calcio equilibrada. Por lado, a aplicagdo do
célcio somente no papel de germinagio revelou-se j::o eficiente pela sua
provével diluigdo, durante a permanéncia no tampdo db alagamento. Tem sido
relatado na literatura, o importante papel do calcio da germinacdo. Castillo,
Smith & Yadava (1998) estudando a influéncia do QaClz na germinagio de
sementes de mamio, verificaram significativo amnentci pa germinacio quando
em exposicao ao CaCl,. O cilcio também estd envolkv:ido na divisdo celular
(Marschner, 1997 e Zhang, Liu Dan & Cass, 1997) e o seu fornecimento extemno
se reflete em aumento no crescimento e desenvolvimento 'ldas plantulas.

As plintulas, na auséncia do calcio ou em doses abaixo de 0,51%
apresentaram, precocemente, um aspecto flacido qtf_g em estidios mais
avangados ocasionou o tombamento das mesmas devido ao aparecimento de
uma constri¢do na regifo do mesocétilo, conforme demon#tmdo na Figura 2.

O calcio prolongou a sobrevivéncia de ambas astivaﬁedades de milho
durante o periodo de alagamento (Figura 13) sendo que, Ex_xo caso do Saracura,
contribuiu para a plena sobrevivéncia das plantas até o quarto dia (Figura 13A).
A partir dai, a sobrevivéncia cain lentamente até o sexto dia; atingindo o nivel de
65%. Na auséncia desse elemento a sobrevivéncia caiu Ie:itamente até o quarto
dia de alagamento, quando, entdo, caiu abruptamente, atmgmdo ao final do
experimento, a pequena taxa de 6%. )
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Figura 12. Sobrevivéncia de plantas de milho variedade Saracura-BR 154 sob
condigdo de baixa disponibilidade de oxigénio, em fungdo do modo
de aplicagdio da solugdo de CaCl; UFLA, Lavras-MG, 1999 (barras
indicam média + ou - erro padrdo da média n = 4).

A sobrevivéncia das plantas de BR 107 na presen¢a de calcio caiu
lentamente durante todo o periodo experimental, chegando a 32% (Figura 13B).
Por outro lado, na auséncia do elemento, ja no primeiro dia de hipoxia observou-
se uma queda na sobrevivéncia das plantas e, no quarto dia, todas as plantas de
BR 107 estavam mortas, ao passo que neste mesmo periodo, a sobrevivéncia
desta variedade na presenca do calcio foi de 65%.

O Saracura-BR 154 comportou-se, comparativamente aoc BR 107, como
uma variedade altamente tolerante a hipoxia. Na auséncia do cdlcio, o Saracura
suportou até 2 dias de anoxia sem prejuizo na taxa de sobrevivéncia; na presenca
do elemento essa sobrevivéncia foi prolongada para quatro dias. Por outro lado,
para o BR 107, o calcio foi capaz de elevar a sobrevivéncia desta variedade tida
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como sensivel acima daquela observada para o Saracura, quando este foi
submetido & hipoxia, na auséneia do calcio, por mais de quatro dias.

Diversos trabalhos tém sido realizados com é finalidade de estender o
periodo maximo de alagamento ou de exposicdo de uma cultura ao estresse
anéxico ou hipoxico. Pré-tratamento de hipoxia an’}es do periodo de anoxia
(Drew 1997; Johnson, Cobb & Drew, 1994), apliwg‘i& exogenas de hormonios
(Ellis et al. 1999) e agicares (Perata, Guglielminef\ti & Alpi, 1997) sdo os
tratamentos mais comumente encontrados na literatura. Os resultados
mostraram que, para o milho, a aplicagdo de calcio prolonga o pericdo de
maxima exposi¢io das plantas 3 deficiéncia de oxigéﬁio no meio, atrasando a
formacZo das regides translicidas e de constri¢io no mesocoulo com posterior
morte das plantas. i

A maior firmeza dos tecidos vegetais, ocorre%devido a associagdo do
calcio na parede celular através de ligagdes com o }‘écido poligalacturénico
formando os pectatos de cilcio que atuam como agente cimentante entre as
células (Conway, Sams & Watada, 1995, Shear, 1975; %alunke, Bolin & Reddy,
1991). Estudos feitos por Kobayashi et al. (1999) oompfovam a importancia do
cilcio mediando as ligagGes de ésteres entre rhamnogalacturonanas, fazendo
com que as ligages das pectinas de paredes celulares til)mem-se mais estaveis.

Existem evidéncias de que o calcio possa atuar na M$'m7o e/ou sintese das
enzimas poligalacturonase (Heppler ¢ Wayne, 1985, Bums e Pressey,
1987), pectinametilesterase (Subramanyam et al., 1976; Steele et al., 1997),
celulase (He, Drew & Morgan, 1994 e He, et al, 1996) e
xiloglucanendotransglycosylase (Peschke & Sachs, 1994; Saab & Sachs, 1995).
Para o Saracura-BR 154 Dantas (1999)" verificou que o cilcio retarda a
atividade da celulase em plantulas de milho sob hipoxia;, fazendo com que o

* Dantas, B.F. (Comunicaggo pessoal, aluna do curso de Mmdo em Fisiologia Vegetal
do DBI/UFLA).
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aparecimento dos sintomas, como a zona transhicida e de constrigio (Figura 2),
relacionado com o afrouxamento e degradagio da parede celular,
respectivamente, apare¢a mais tardiamente na sua presenga.
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Figura 13A. Sobrevivéncia de plantas de milho variedade Saracura-BR 154, na
presenca e auséncia de cilcio, em fungaf'c:»’ do tempo de deficiéncia
de oxigénio.UFLA, Lavras-MG, 1999 (barras indicam média + ou
~ erro padrio da média n = 4). ‘
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Figura 13B. Sobrevivéncia de plantas de mitho variedade BR 107, na presenga e
auséncia de calcio, em fungdo do tempo de deficiéncia de oxigénio.
UFLA, Lavras-MG, 1999 (barras indicam média + ou - erro padrio
da média n = 4). *
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5 CONCLUSOES

Comparativamente a BR 107, a cv. Saracura-BR 154 apresentou-se
altamente tolerante a hipoxia, comprovando o desempenho no campo durante o
processo de seu melhoramento genético. A hipoxia, em periodos prolongados,
causou desestruturagdo a parede celular, formando, na regifio do mesocétilo,
uma intensa lise de células que, em estddios mais avancados, levou a formagdo
de uma constri¢do no local, levando ao tombamento e morte das plantas. As
modificagdes na parede celular foram confirmadas pelas cromatografias gélica e
gasosa e pela andlise de FTIR. O fornecimento exégeno de cilcio prolongou a
sobrevivéncia de ambas as variedades durante o periodo de alagamento,
retardando as modificagdes na parede celular e, por conseguinte, os danos
descritos anteriormente.
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