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RESUMO

FRIES, Daniela Deitos. Efeito do calcio em enzimas do sistema antioxidante
em plantulas do milho (Zea mays L.) ‘Saracura’ — BRS-4154 submetidas a
baixa disponibilidade de oxigénio. 2006. 47 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

O presente trabalho teve por objetivo verificar a influéncia do célcio na
atividade da ADH e de enzimas do sistema antioxidante, como SOD, CAT, APX
e GR, em plantulas do milho ‘Saracura’, durante o periodo de baixa
disponibilidade de oxigénio e o inicio da recuperagdo poOs-estresse. Para a
realizacdo deste trabalho, utilizaram-se plantulas de milho da variedade Saracura
(BRS-4154), Ciclo 17. A germinacdo foi realizada em papel de germinacdo
embebido em agua ou solugdo de CaCl, (0,75% p/v), em camara de germinagao
Umida, a 27 + 2°C, no escuro, por quatro dias. Apos esse periodo, o alagamento
foi realizado pela submersdo das plantulas em tubos de PVC com tampdao sem e
com CacCl, (0,75% p/v), borbulhando-se nitrogénio gasoso por 3 minutos. Os
tubos foram selados e mantidos no escuro por periodos de 3, 6, 12, 24, 48 e 72
horas. Para os controles (ndo alagados), os rolos foram mantidos na cAmara de
germinagdo. Apds cada periodo, as raizes foram coletadas para as anélises das
atividades enzimaticas e foi realizada a re-aeracdo, para a qual as plantulas
foram retiradas dos rolos e distribuidas sobre um papel de germinagdo em
contato direto com o ar por 30 minutos, sendo, entdo, coletadas as raizes. A
sobrevivéncia ao alagamento foi realizada baseando-se no enverdecimento e no
vigor das plantulas apds sete dias de cultivo em caixas com vermiculita em sala
de crescimento. As atividades enzimaticas foram realizadas para a ADH, SOD,
CAT, APX e GR e o0s géis de atividade para ADH, SOD e CAT. A ADH
apresentou menor atividade na presenca do célcio, sugerindo um menor gasto
energético durante o periodo de alagamento. Foi verificado um aumento na
atividade da SOD no periodo de re-aeracdo e altas atividades da CAT neste
periodo e durante o alagamento, sugerindo que, na auséncia de céalcio, podem
estar sendo formadas maiores quantidades de EROs. Nessas plantulas, a
eliminacdo desses radicais estaria sendo realizada, principalmente, por meio de
catalases. Na presenca do célcio, menores atividades da ADH e CAT,
juntamente com a inducdo da APX nos periodos de alagamento e re-aeracdo e da
GR durante o estresse, propdem que a eliminacdo das EROs, neste caso, esteja
sendo realizada pela rota do ascorbato/glutationa. Dessa forma, a atuagdo mais

! Orientador: José Donizeti Alves — UFLA



efetiva dessa rota poderia estar relacionada ao aumento da tolerancia em
plantulas do milho “Saracura’ em funcéo da presenca do calcio.



ABSTRACT

FRIES, Daniela Deitos. Effect of calcium on enzymes of antioxidant system
in maize (Zea mays L.) ‘Saracura’ — BRS-4154 plantlets submitted to how
oxygen availability. 2006. 47 p. Thesis (Doctorate in Plant Physiology
Program) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

The present work aimed to verify the influence of calcium in the ADH and
antioxidant system enzymes, like SOD, CAT, APX and GR, in maize seedlings
"Saracura" during the period of low availability of oxygen and the onset of pos-
stress recovery. In this research there were used maize plantlets, ‘Saracura’
(BRS-4154), cycle 17. The germination was made in germination paper wet in
water or CaCl, (0,75% w/v) and kept in germination chamber at 27+2°C in dark,
during four days. After this period it was made the flooding by submerging the
plantlets in PVC tubes containing buffer with and without CaCl,, bubbling the
gaseous nitrogen for three minutes. The tubes were sealed and kept in dark for 3,
6, 12, 24, 48 and 72 hours. For the controls (without flooded) the rolls were kept
in germination chamber. After each period, the roots were collected to
enzymatic analysis and the re-aeration was made, where the plantlets were
removed from the rolls and distributed in germination paper in direct contact
with air during 30 minutes, and after this time the roots were collected. The
flooding survival was made based in the greening and plantlet vigour after seven
days cultivation in box with vermiculite in growth chamber. The enzymatic
activities were made for ADH, SOD, CAT, APX and GR and the activity gels
were obtained for ADH, SOD and CAT. The ADH showed lower activity in the
calcium presence, suggesting a lower energetic demand during the flooding
period. It was verified an increase in SOD activity in the period of re-aeration
and the high activities of CAT in this period and during the flooding, suggesting
that in the absence of calcium can be formed higher amount of EROs. In this
plantlets, the elimination of these radicals could been made mainly by CAT. In
the presence of calcium, lower activities of ADH and CAT, jointly with APX
induction in the periods of flooding and re-aeration and of the GR during the
stress, suggest the elimination of EROs, in this case, could be made by the
ascorbate/glutathione patway. In this way, the more effective patway enzyme
activity could be related with the increase of tolerance from maize ‘Saracura’
plantlets caused by calcium presence.

1 Adviser: José Donizeti Alves — UFLA



1 INTRODUCAO

Em condicdes naturais e agricultaveis, as plantas estdo freqlientemente
expostas ao estresse ambiental. O crescimento, o desenvolvimento e a producgéo
de plantas cultivadas em diferentes regifes sdo limitados por uma variedade de
fatores bidticos e abioticos. A adaptacdo da plantas ao estresse ambiental resulta
de eventos integrados que ocorrem em todos 0s niveis de organizacao,
envolvendo alteracbes morfoldgicas, anatdmicas, celulares, bioquimicas e
moleculares. Essas alteracbes variam com a espécie e o0 estddio de
desenvolvimento da planta, assim como com o tipo de estresse e a duracdo e a
intensidade do mesmo.

O excesso de agua no solo provoca a deficiéncia de oxigénio e a
anaerobiose, levando a uma diminuicdo muito acentuada de oxigénio e a um
acumulo de gas carbonico, etileno e outros gases tdxicos. Nessas condi¢des, a
difusdo do oxigénio torna-se muito baixa, gerando uma situacdo de hipoxia
(deficiéncia de Oy), que pode chegar facilmente a anoxia (auséncia de Oy)
devido a respiracdo dos 6rgaos submersos das plantas ou dos microrganismos ali
existentes. O crescimento e a sobrevivéncia de muitas espécies vegetais sdo
bastante prejudicados sob tais condicGes e a produtividade das culturas pode ser
severamente reduzida.

Sob alagamento, predomina a respiracdo anaerdbica, iniciando com a
producdo de lactato e conseqiiente reducdo do pH citosélico. O baixo pH
promove um aumento na atividade da piruvato descarboxilase e desidrogenase
alcodlica (ADH). O aumento da atividade da ADH ¢é caracteristico em plantas
tolerantes, pelo fato do etanol ser uma molécula ndo carregada e atravessar a

membrana sem consumo de ATP.



Com a paralisacdo da fosforilagdo oxidativa devido a falta de O,
juntamente com a reducdo no pH, ocorre a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), desencadeando o estresse oxidativo. Dessa forma, plantas que
crescem sob excesso de agua, além de ativarem mecanismos para a producéo de
energia, precisam desenvolver formas de escapar dos danos causados pelos
radicais livres.

O periodo de recuperagdo apos o alagamento tem grande importancia na
sobrevivéncia de plantas ao estresse, uma vez que ocorre também a formagao de
EROs. Sendo assim, a ativacdo do sistema antioxidante por meio da atividade de
enzimas desse mecanismo, como dismutase do superoxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR), pode ser
uma forma de aumentar a tolerancia das plantas a deficiéncia de oxigénio,
diminuindo os danos causados durante esse periodo e aumentando a capacidade
de recuperacdo pos-estresse.

No Brasil existem 28 milhfes de hectares de areas com potencial
agricola que estdo sob regime de inundagdo intermitente. No entanto, para a
implantacdo de culturas nessas areas, sdo necessarios estudos que objetivam
verificar os mecanismos de toleréncias das plantas. Em 1997, foi lancada a
variedade de milho Saracura que tolera periodos intermitentes de alagamento do
solo. Com o intuito de elucidar como essa variedade se adapta a ambientes
alagados, a Embrapa Milho e Sorgo, em parceira com o Setor de Fisiologia
Vegetal da UFLA, vem desenvolvendo trabalhos visando caracterizar o0s
mecanismos envolvidos na toleréncia desta variedade ao déficit de oxigénio.
Esses trabalhos permitiram observar que o fornecimento de célcio exdgeno
aumenta ainda mais a sobrevivéncia do milho “Saracura”, retardando a morte
das plantas.

Com a finalidade de explorar alguns mecanismos relacionados ao

aumento da tolerancia em fungéo do célcio, o objetivo do presente trabalho foi



verificar a influéncia desse elemento na atividade da ADH e de enzimas do
sistema antioxidante, como SOD, CAT, APX e GR, em plantulas do milho
‘Saracura’ durante o periodo de baixa disponibilidade de oxigénio e o inicio da

recuperagdo pos-estresse.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo celular sob deficiéncia de oxigénio

Durante o ciclo natural de vida das plantas, ¢ comum que elas passem
por periodos de deficiéncia de oxigénio em suas raizes que, dependendo do
tempo e da intensidade, podem leva-las morte. Excesso de chuvas ou irrigacéo,
solos mal drenados ou compactados sdo as causas mais freqlientes que
influenciam na reducdo do oxigénio do solo (Alves et al., 2000). Nessas
condicles, a agua ocupa 0s espacos antes preenchidos pelo ar, provocando uma
série de mudancas nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas.

A difusdo do oxigénio na agua é 10.000 vezes mais lenta que no ar,
tornando o ambiente radicular hipéxico. Além disso, o consumo do oxigénio
remanescente devido a respiracdo dos Orgdos submersos da planta e dos
microrganismos torna esse ambiente anodxico (Armstrong et al., 1994). Em
qualquer dessas situacdes, o desenvolvimento das plantas é prejudicado.

Como conseqliéncia da falta de oxigénio ocorre uma série de distdrbios
no metabolismo das plantas que se manifestam por meio de alteragdes no
crescimento e no desenvolvimento (Crane & Davies, 1988; Kozlowski, 1997).
Essas alteracBes parecem estar relacionadas aos mecanismos de tolerancia,
levando a um ajustamento metabdlico, anatdmico e ou morfoldgico, que permite
as plantas sobreviverem por periodos mais prolongados nessas condigdes (Drew,
1997).

As alteraces se manifestam como adaptacGes celulares pela formagdo
de aerénquimas e raizes adventicias e elongacao de caules e folhas (Almeida et
al., 2003; He et al., 1996; Kolb et al., 1998; Zeng et al., 1999). Dentre as

alteracbes metabolicas ou moleculares devido a baixa disponibilidade de



oxigénio inclui-se o desvio do metabolismo aerdbico para a via anaerdbica, a
qual tem baixo rendimento energético. Ao mesmo tempo, ocorre repressao da
sintese de polipeptidios aerdbicos e a inducdo da sintese de polipeptidios
anaerobicos (Sachs et al., 1980). A maioria desses polipeptidios foi identificada
como enzimas envolvidas na fermentagdo e metabolismo de agUcares-fosfato,
cuja sintese é regulada na de transcrigdo e na poés-transcricdo (Drew, 1997;
Fennoy et al., 1998; Guglielminetti et al., 1995; Sachs et al., 1996; Subbaiah &
Sachs, 2003; Zhang et al., 2005).

A fermentacdo de agucares tem uma funcéo crucial na sobrevivéncia de
plantas a anoxia (Bouny & Saglio, 1996; Drew, 1997; Ellis et al., 1999) e a
expressdo de genes envolvidos nessa rota tem sido extensivamente estudada em
niveis de mMRNA e proteinas (Chang et al., 2000; Ellis et al., 1999; Sachs et al.,
1996). A desidrogenase alcodlica (ADH), que catalisa a reducdo do acetaldeido
toxico a etanol, é trancricionalmente induzida em hipoxia ou anoxia (Hole et al.,
1992, Preiszner et al., 2001). Em raizes de milho, foi observado um aumento de
50 vezes no mRNA dessa enzima, apds 5 a 8 horas de hipoxia (Gerlach et al.,
1982). Mutantes de Arabidopsis que ndo expressam a ADH sdo mais sensiveis
ao estresse hipoxico que o tipo selvagem (Ellis et al., 1999).

O etanol é o principal produto final do metabolismo anaerdbico em
plantas, uma vez que, ao contrario do lactato, ndo é téxico e ndo acidifica o
citoplasma. A acidificacdo do citoplasma é um dos maiores determinantes da
intolerancia a deficiéncia de oxigénio (Good & Muench, 1993; Roberts et al.,
1985). A presenca do lactato reduz o pH citosélico (pH 7,4 para 6,8 em raizes de
milho), com conseqliente inibicdo da desidrogenase do lactato (LDH) e ativacao
da descarboxilase do piruvato (PDC), levando a producéo de etanol (Hole et al.,
1992; Tadege et al., 1999).

A aclimatacdo a falta de oxigénio ndo requer somente um rapido

aumento nos niveis de enzimas da rota fermentativa, uma vez que a tolerancia



estd relacionada a habilidade de sustentar a fermentacdo sob periodos
prolongados de anoxia (Bouny & Saglio, 1996; Chang et al., 2000). Além disso,
a inducdo de genes no inicio da adaptacdo anaerdbica é significativamente
diferenciada daquela das fases posteriores (Zhang et al, 2005).

A inducdo de proteinas sintetizadas durante a aclimatacdo compreende
somente uma pequena porcentagem da sintese total de proteinas e ndo ha
referéncia para inferir que esse pequeno componente contribui exclusivamente
para a tolerancia a anoxia (Chang et al., 2000). Além disso, outras atividades
celulares tém sido implicadas na tolerdncia a baixa concentracdo de oxigénio,
incluindo regulacdo do pH (Xia & Roberts, 1996), sinal de traducdo (Subbaiah et
al., 1994a e b) e resisténcia ao estresse oxidativo pos-anoxico (Crawford &
Braendle, 1996).

2.2 Periodo pés-estresse

O periodo inicial da recuperacdo ap6s o estresse por falta de oxigénio
pode ser crucial na sobrevivéncia das plantas. Apesar da maioria das injdrias
acontecer durante o periodo de estresse, danos também ocorrem no retorno das
plantas as condicdes normais de oxigénio (VanToai & Bolles, 1991).

Segundo Ellis et al. (1999), existe uma possibilidade de que os
mecanismos de tolerancia induzidos por um pré-tratamento hipoxico sejam mais
eficazes ap0s o retorno as condigdes aeradas que durante o prdprio periodo de
estresse.

O acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos primeiros
minutos da restauracdo da oxigenacdo do meio provocando injdrias pos-
andxicas, como a peroxidacdo de lipideos em espécies intolerantes, tem sido
amplamente documentado (Biemelt et al., 1998; Blokhina et al., 1999; Blokhina

et al., 2003). Embora a natureza dessas injlrias nessas espécies comumente leve



a morte da planta, o fendbmeno que desencadeia tal resposta ainda ndo é bem
conhecido. A toxicidade pelo oxigénio tem sido apontada como o principal
mecanismo de injuria p6s-anoxica a partir da formacdo de O, (VanToai et al.,
1991), primeiro intermediario na reducéo do O,, que atua como precursor para a

formacéo de outros radicais livres (Elstner, 1987).

2.3 A cultura do milho em condicées de deficiéncia de oxigénio

A deficiéncia de oxigénio no solo, causada pelo excesso de agua, é um
dos fatores determinantes na reducdo da produtividade das mais variadas
espécies de plantas. Essas condicBes sdo encontradas em, aproximadamente, 28
milhdes de hectares de solos com potencial agricola (Silva, 1984).

Algumas espécies de plantas, como, por exemplo, o arroz, conseguem
sobreviver em condigdes de hipoxia ou anoxia, devido a adapta¢des anatdmicas,
que permitem a difusdo interna do oxigénio atmosférico para as raizes
submersas, assim como adaptacGes fisioldgicas e bioquimicas. Plantas que nédo
apresentam esses mecanismos de tolerancia tém os crescimentos vegetativo e
reprodutivo reduzidos, de forma que a permanéncia prolongada sob deficiéncia
de oxigénio pode leva-las a morte.

O insucesso do desenvolvimento da cultura do milho em solos com
periodos intermitentes de excesso de dgua esta relacionado a alta sensibilidade
dessa cultura a esses ambientes. Essas caracteristicas levaram pesquisadores da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, a langarem no mercado, em 1997, a
variedade Saracura (BRS-4154). Apds varios ciclos de selecdo massal sob
condicbes de alta umidade do solo, essa variedade revelou-se como uma das

mais adequadas para o cultivo em &reas sujeitas ao encharcamento.



2.4 A tolerancia do milho ‘Saracura’ a falta de oxigénio

Um aumento na porosidade de raiz do ciclo 1 (C1) para o ciclo 4 (C4)
devido ao encharcamento, foi observado por Parentoni et al. (1997) ao
estudarem os quatro primeiros ciclos do milho ‘Saracura’. Essa porosidade foi
relacionada a provavel formacdo de aerénquimas, os quais sdo fundamentais
para uma maior aeracdo do sistema radicular em condigdo de hipoxia. Essa
caracteristica foi confirmada por Dantas et al. (2001), ao verificarem a formacao
de aerénquimas, do tipo lisigeno, em raizes e coledptilos de plantulas do milho
‘Saracura’. [Esses autores concluiram que a hipoxia potencializou o
desenvolvimento de aerénquimas, devido a uma maior atividade das enzimas de
degradacdo: celulase, poligalacturonase e xiloglucano-endo-transglicolase. Mais
recentemente, por meio de técnica de hibridizacdo subtrativa por supressdo,
detectou-se, nessa variedade, 0 gene que expressa a paracaspase, enzima da rota
de morte celular programada, associada a formacdo dessas estruturas (Pinto,
2004).

Verificou-se que, em ambiente semi-controlado, plantulas do milho
‘Saracura’ foram muito superiores na tolerdncia ao alagamento quando
comparadas com plantulas de uma variedade nao tolerante, BR-107. Apds quatro
dias sob deficiéncia de oxigénio, enquanto a variedade ndo tolerante apresentava
indices de sobrevivéncia préximos de zero, o0 milho ‘Saracura’ apresentou um
percentual de 73% de sobrevivéncia e, mesmo apdés cinco dias, ainda manteve o
indice em torno de 29%. Somente a partir do quarto dia de hipoxia, as plantulas
apresentaram queda acentuada na sobrevivéncia, com reflexos negativos para a
sua recuperacdo pds-hipoxia. Essas plantulas apresentaram intensa lise celular
no mesocdtilo, evoluindo de uma regido transllcida a uma forte constricéo,
levando ao tombamento e morte da mesma. Tal caracteristica foi mais

precocemente observada na variedade BR-107. A formacéo da regido translicida



no mesocétilo é um indicativo da irreversibilidade dos danos causados pelo
déficit de oxigénio (Vitorino et al., 2001).

2.5 A atuacio do calcio no aumento da tolerincia a deficiéncia de oxigénio

Os genes que codificam os polipeptidios anaerébicos sdo rapidamente
ligados, até mesmo em hipoxia branda e rapidamente desligados sob re-
oxigenacdo. Sendo assim, um rapido e preciso sistema para sentir a falta do
oxigénio se faz necessario (Subbaiah & Sachs, 2003). Rotas mediadas por célcio
foram identificadas na inducdo de genes sob anoxia e na sobrevivéncia pos-
anoxica de plantulas de milho (Subbaiah et al., 1994a, 1994b e 1998), arroz e
Arabidopsis (Chung & Ferl, 1999; Klok et al., 2002; Sedbrook et al., 1995).

A anoxia pode ser percebida, em um primeiro momento, nas
mitocdndrias, uma vez que o oxigénio deixa de estar disponivel como aceptor de
elétrons na cadeia de transporte mitocondrial. Ao mesmo tempo, sob periodos de
anoxia maiores que 30 minutos, ocorre a perda do potencial de membrana dessa
organela, o que pode ser responsavel pela liberagcdo de célcio para o citosol
(Subbaiah et al., 1994b; Subbaiah & Sachs, 2003).

Mudancas na concentracdo de calcio citosdlico em niveis
submicromolares séo imediatamente reconhecidas, amplificadas e traduzidas em
respostas bioquimicas e fisiologicas (Knight et al., 1996; Sanders et al., 1999;
Subbaiah & Sachs, 2003). Alteracdes fisioldgicas e na expressdo génica em
funcdo da deficiéncia de oxigénio foram precedidas e sinalizadas pela elevagéo
de calcio citosélico em milho (Subbaiah et al., 1994a, 1994b). Nesses trabalhos,
0 uso de bloqueadores de canais de calcio mostrou que esse elemento agiu como
um tradutor de sinais. Além disso, acredita-se que o calcio atue também como
um estabilizador da homeostase idnica, uma vez que esse componente nao deixa

de ser chave na rota celular de adaptacao ao estresse (Subbaiah & Sachs, 2003).



Em trabalhos com o milho ‘Saracura’, verificou-se que o fornecimento
exogeno de célcio prolongou o periodo de tolerancia a hipoxia desta variedade
de dois para quatro dias, sem prejuizo na taxa de sobrevivéncia (Alves et al.,
2002). A atuacdo de célcio enddgeno na sobrevivéncia de plantulas de milho ao
estresse anaerdbico foi evidenciada por Subbaiah et al. (1994b) que concluiram
que esse elemento exerce importante papel na sobrevivéncia de plantulas de
milho em ambiente anaer6bico. A mobilizagdo do calcio de reservatorios
intracelulares até o citoplasma induziu transcricdo dos mMRNAs adhl e shl que,
uma vez traduzidos, levaram a sintese da desidrogenase alcodlica e sintase da
sacarose, respectivamente, tornando as plantulas mais tolerantes ao estresse
gasoso (Subbaiah et al., 1994a e b).

Quando o célcio esteve presente no periodo de germinacéo, plantulas do
milho ‘Saracura’ tiveram um aumento na sobrevivéncia a hipoxia. Esse aumento
foi ainda mais significativo quando, além do periodo de germinag&o, o calcio foi
adicionado também no alagamento (Alves et al., 2002; Fries, 2003). O alto
indice de sobrevivéncia ao alagamento na presenca do calcio esta relacionado a
uma reducgdo do crescimento da plantula. Essa redugéo ocorreu, principalmente,
quando esse elemento foi adicionado por mais de 24 horas e os maiores indices
de sobrevivéncia estavam relacionados aos tratamentos com maiores reducdes
no crescimento (Alves et al., 2002; Purcino, 2001).

Ao avaliar plantulas do milho ‘Saracura’ germinadas por dois e quatro
dias na presenca de calcio, Fries (2003) verificou que a redugdo no crescimento
em funcgdo desse elemento foi significativa somente nas plantulas mais velhas.
Esse menor desenvolvimento esteve relacionado a uma menor utilizagdo de
acucares soltveis pela plantula. Além disso, a menor atividade da invertase
acida do vaculolo, observada tanto em plantulas de dois quanto de quatro dias de
germinacao, resultou em um menor potencial osmético nas células, promovendo

uma reducdo na elongacéo celular (Fries, 2003).
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Ao analisar o efeito do calcio nos periodos de germinacdo e ou
alagamento de plantulas do milho ‘Saracura’, Fries (2003) reafirmou a
influéncia desse elemento na toleréncia ao alagamento de plantulas de quatro
dias, observada por Alves et al. (2002), mostrando que elas recuperaram-se mais
rapidamente dos danos causados pelo estresse que aquelas que ndo tiveram
contato com o célcio. Por outro lado, verificaram que plantulas com dois dias de
idade sdo tolerantes a esse tipo de estresse, independente da presenca desse

elemento.

2.6 Estresse oxidativo

Um dos efeitos mais pronunciados do déficit de oxigénio estd
relacionado ao acimulo celular de moléculas que apresentam, pelo menos, um
elétron ndao-compartilnado na camada de valéncia, os chamados radicais livres.
Em face da espontaneidade das reacbes em organismos adaptados ao modo de
vida aerébico, o aparecimentos de radicais livres intracelulares é normal durante
o ciclo de vida das plantas. Esses radicais passam a ter um efeito prejudicial ao
organismo quando ocorre um aumento excessivo na sua producdo ou diminuicao
de agentes antioxidantes. Em qualquer uma dessas situacBes, comeca a
predominar um estresse oxidativo, denominado, em muitos casos como
“explosédo oxidativa” (Resende et al., 2003).

A falta de oxigénio interfere diretamente na respiragéo, no transporte de
elétrons, paralisando a fosforilacdo oxidativa e, conseqlientemente, levando a
uma redugdo na carga energética (Albert et al., 1983; VanToai, 1989). A
saturacdo da cadeia oxidativa com elétrons resulta no acimulo de NADPH e
NADH (Crawford, 1985). Assim, altos niveis de equivalentes redutores, baixa
carga energética e componentes da cadeia de transporte de elétrons saturados

oferecem condicdes favoraveis para a formacdo dos radicais livres ou EROs.
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Dentre as principais EROs que causam danos celulares pela oxidacdo de
lipideos, proteinas e acidos nucléicos destacam-se o radical superéxido (02"), o
peréxido de hidrogénio (H,0.), o oxigénio singleto (*O, ) e o radical hidroxila
(OH") (Apel & Hirt, 2004; McKersie & Leshem, 1994; Pastori & Foyer, 2002).

O oxigénio molecular é relativamente nédo reativo e ndo toxico, devido a
estrutura estavel dos elétrons na sua camada externa. Entretanto, altera¢des na
distribuicdo dos elétrons podem provocar a sua ativagdo e influenciar os
sistemas biol6gicos. As EROs podem ser geradas dentro das células como
resultado da excitacdo ou um “leve toque” no elétron externo, formando
oxigénio singleto (*O,), ou de uma sucessiva adicdo de elétrons ao oxigénio
molecular, produzindo superéxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxila (OH"). Essas moléculas descritas a seguir, conforme Resende et
al. (2003), sdo consideradas “ativas” porque ndo necessitam da entrada de
energia para reagir com outras moléculas.

Os 'O, tém, aproximadamente, 2 s de vida e séo altamente destrutivos,
reagindo com a maioria das moléculas bioldgicas (Foyer et al., 1994), porém, a
maioria dos danos é proxima aos sitios onde sdo produzidos. Séo,
predominantemente, gerados nos cloroplastos, por meio da transferéncia de
energia de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio molecular. O
oxigénio singleto reage facilmente com liga¢des duplas e tem alta afinidade com
“dienos” na membrana e aminoéacidos especificos como histidina, metionina,
triptofano e cisteina.

O O, pode ser produzido na planta por meio de varios mecanismos,
inclusive pela ativacdo de NADPH-oxidases/sintases ligadas a membrana,
peroxidases da parede celular e lipoxigenases. Sua formacdo é resultante da
transferéncia de elétrons da mitocéndria ou do cloroplasto e, normalmente, oxida
varias moléculas organicas, como 0 ascorbato, ou atua como redutor de metais,

como Fe*, nas reacBes de Haber-Weiss ou Fenton (Breusegem et al., 2001).
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A maioria do H,0O; celular surge da dismutacdo do 0, catalisada pela
dismutase do superoxido (SOD). Peroxido de hidrogénio é um oxidante
relativamente estavel e ausente de carga, o que pode facilitar sua passagem
através da bicamada lipidica da membrana celular. Essa capacidade de difundir
rapidamente através da membrana celular favorece a répida elicitagdo da
resposta vegetal (Apostol et al., 1989).

Embora os radicais hidroxila tenham meia-vida curta (< 1 ps), sdo
potencialmente fortes e com alta afinidade com biomoléculas no seu sitio de
producédo (Halliwell & Gutteridge, 1989), dificultando seu estudo.

Os radicais livres, por serem eletronicamente instaveis, sdo altamente
reativos, apresentando a capacidade de reagir com um grande nlmero de
compostos, “roubando” um elétron a fim de se estabilizar (Elstner, 1987). Com a
perda desse elétron, cria-se um novo radical livre, que ird deflagrar uma reacao
em cadeia, caracterizando, com isso, 0 estresse oxidativo, lesando seriamente
varios componentes celulares, dentre eles, os lipideos, proteinas, carboidratos e
acidos nucléicos (Smirnoff, 1993). Modificagdes na estrutura e nas funcdes das
membranas, resultantes da peroxidagdo de seus lipideos sdo bem caracterizadas
(Cakmak & Horst, 1991), podendo produzir danos ao funcionamento e a
estrutura celular (Mittler et al., 2004). O estresse oxidativo é resultante do
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo geradas em
células de plantas durante o funcionamento metabdlico normal, especialmente
nos cloroplastos e mitocéndrias (Foyer et al., 1994; Smirnoff, 1993), ou sua
formacéo é induzida por diferentes condi¢Ges ambientais.

Em plantas, estd bem caracterizado que, sob condigdes de déficit de
oxigénio no solo, ocorre um aumento descontrolado de radicais livres nas células
(Blokhina et al., 2003). De acordo com Blokhina et al. (2003), o acetaldeido,
normalmente acumulado sob essa condicdo estressante, pode funcionar como

doador de elétrons, ativando o 02" que, ao sofrer dismutacdo pela acdo da
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dismutase do superéxido (SOD), forma H,0,, cujo nivel (desintoxicacdo) é
regulado por catalases (CAT), por diversas peroxidases e pelo ciclo ascorbato-
glutationa. Este, por sua vez, é caracterizado por uma série de reacdes redox
acopladas, envolvendo as enzimas peroxidases do ascorbato (APX), redutase do
monodehidroascorbarto (MDHAR), redutase do dehidroascorbato (DHAR) e
redutase da glutationa (GR) (Jiménez et al., 1998).

O balango entre a formagdo e a desintoxicagdo de EROs é critico para a
sobrevivéncia celular durante a falta de oxigénio (Yan et al., 1996). Sendo
assim, a capacidade antioxidante das plantas é considerada um fator importante
para a sua protecdo contra diferentes estresses ambientais (Bartosz, 1997). A
diferenca fundamental entre plantas sensiveis e resistentes ao estresse oxidativo
esta na capacidade das plantas em reduzir os danos causados pelos radicais livres
produzidos durante o estresse (Noctor & Foyer, 1998). Dentre as protecGes
celulares contra os efeitos deletérios das EROs se encontram: a prevencao,
evitando a formacéo; a interceptacdo, neutralizando as EROs por meio de
enzimas antioxidantes ou por antioxidantes de baixo peso molecular, como as
vitaminas C e E, carotenoides, glutationa reduzida e outros; e o reparo,
minimizando os danos causados (Henriques et al., 2001).

O sistema antioxidante enzimatico, caracterizado pelo aumento na
atividade de enzimas antioxidantes, é de fundamental importancia para aumentar
a tolerancia da planta ao estresse. Nesse sistema, além dos antioxidantes e das
enzimas de desintoxicacdo, como SOD, CAT e peroxidases, atuam as enzimas
de regeneragdo dos antioxidantes, MDHAR, DHAR e GR (Blokhina et al.,
2003). A toleréncia ao estresse pode ser aprimorada pelo aumento da atividade
das enzimas do sistema antioxidante (Biemelt et al., 1998; Jiang & Huang, 2001;
Mehlhorn et al., 1996; Monk et al., 1987).

A primeira enzima que faz parte do sistema antioxidante enzimatico é a

SOD, considerada uma enzima chave, uma vez que, além de remover o radical
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superéxido (O, ), é capaz de controlar outras EROs (Bowler et al., 1992). Esta
enzima estd presente em todos os compartimentos celulares susceptiveis ao
estresse oxidativo (Bowler et al., 1992). No trabalho de Yan et al. (1996),
quando os niveis de O, eram elevados, a atividade da SOD e de outras enzimas
antioxidantes de folhas de milho, aumentou no primeiro dia de alagamento. Esse
aumento da SOD pode ser explicado pelo fato de essa enzima ser induzida pelo
substrato. Aumentos na atividade dessa enzima em tubérculos de espécies de Iris
submetidos a anoxia foram observados por Monk et al. (1987), que a classificam
como um polipeptidio anaerobico.

EROs sdo inevitavelmente formadas em compartimentos celulares. O
radical superoxido é gerado pelo sistema de transporte de elétrons em plastidios
e mitocdndrias e é dismutado pela SOD, formando H,O,. Este, por sua vez, é
produzido também por processos de [-oxidacdo em glioxissomas e por
fotorrespiragdo em peroxissomas. Nestes casos, 0 H,O, &, principalmente,
detoxificado pela CAT, enquanto que, em outros compartimentos subcelulares,
ele pode também, fazer parte da reacdo da APX. Sendo assim, o nivel de H,0,
na célula é regulado enzimaticamente por um arranjo de catalases e peroxidases
(peroxidase do ascorbato, APX e peroxidase do guaiacol, POD) localizadas em
quase todos os compartimentos celulares (Asada, 1997; Asada, 1999; Willekens
etal., 1995).

A CAT localiza-se, predominantemente, em peroxissomas, entretanto,
pode ser encontrada também no citosol, em mitocondrias ou em cloroplastos,
nos quais sua atividade é baixa (Cakmak et al., 1993; Nemoto et al., 1996;
Willekens et al., 1995). Essa enzima foi identificada entre os polipeptidios
sintetizados em anaerobiose (Zhang et al., 2005). Por outro lado, a APX tem alta
afinidade pelo H,O,, sendo capaz de detoxificar baixas concentracGes deste
composto (Willekens et al., 1995). Essa enzima pode ser encontrada em

cloroplastos, mitocdndrias, perixossomas e citosol (Cakmak et al., 1993). A
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principal diferenca entre a APX e a POD esta em suas propriedades moleculares
que determinam suas diferentes funcdes fisioldgicas, uma vez que elas utilizam
como substrato, além do H,O, ascorbato e compostos fendlicos,
respectivamente (Asada, 1992; Mehlhorn et al., 1996; Takahama & Oniki,
1997).

Para manter os niveis de ascorbato em seu estado altamente reduzido, os
produtos da oxidacdo precisam ser regenerados por reaces subseqlientes. A
APX utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para reduzir o H,0O,
a agua, gerando monodehidroascorbato. Este, por sua vez, pode ser diretamente
reduzido a ascorbato pela acdo da MDHAR (Asada, 1999; Polle & Rennenberg,
1993; Shigeoka et al., 2002). A reacdo catalitica dessa enzima tem como
produtos, ascorbato e dehidroascorbato. Este, portanto, é reduzido a ascorbato e
glutationa oxidada, pela DHAR (Asada, 1999).

A glutationa reduzida é um tripeptidio abundante em tecidos de plantas e
além de, juntamente com sua forma oxidada, manter um balan¢o redox nos
compartimentos celulares, atua na eliminacdo do H,0O, citosélico e reage nao-
enzimaticamente com outras EROs, como oxigénio singleto, radical superdxido
e radical hidroxila (Blokhina et al., 2003). Apesar disso, sua maior importancia
no sistema antioxidante, esta em sua habilidade em regenerar outros
antioxidantes, como 0 éacido ascorbico. Tal funcdo ocorre via ciclo ascorbato-
glutationa, cuja reducdo é realizada pela GR (Henriques et al., 2001; Noctor e
Foyer, 1998). Esta enzima estd presente no cloroplasto e no citosol (Asada,
1997) e mantém uma alta razdo de glutationa reduzida (GSH)/glutationa oxidada
(GSSG) (Gamble & Burke, 1984). A glutationa oxidada neste processo é
regenerada pela GR, com gasto de NADPH que, por sua vez, é recuperado pela
glicose-6-fosfato desidrogenase, mantendo-se, assim, o nivel de glutationa
reduzida (Meister, 1995; Polle & Rennenberg, 1993).
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Resumidamente, pode-se assumir que o 0, e 0 H,0, sdo removidos por
uma série de reacdes enzimaticas, envolvendo SOD, APX, GR, MDHAR e
DHAR, cuja rota é conhecida como via de Halliwell-Asada ou ciclo do
ascorbato/glutationa (Polle & Rennenberg, 1993). Este ciclo é bem caracterizado
na detoxificacdo do perdxido de hidrogénio em cloroplastos de folhas (Asada,
1992; Asada 1999; Gillham & Dodge, 1986), entretanto, sua atuacdo no citosol
parece ser mais eficiente contra 0 H,O, gerado (Asada, 1992; Cakmak et al.,
1993; Dalton et al., 1986).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Para a realizacdo deste trabalho, utilizaram-se plantulas de milho da
variedade Saracura (BRS-4154), Ciclo 17, desenvolvida pela Embrapa Milho e
Sorgo, a qual apresenta tolerancia a periodos intermitentes de alagamento do
solo. As cariopses utilizadas foram gentilmente cedidas pela Embrapa Milho e

Sorgo.

3.2 Montagem do experimento

Cariopses de milho foram colocadas para germinar em papel de
germinagdo embebido em agua ou solucdo de cloreto de calcio (CaCl,), a 0,75%,
(p/v) em camara de germinacdo Umida (modelo Mangelsdorss), a 27 + 2°C, no
escuro, por quatro dias. Apos esse periodo, foi realizado o alagamento por meio
da submersdo das plantulas em tampdo de alagamento: Tris-
hidroximetilaminometano 5 mM, pH 8 com 100 mg.L™ de ampicilina (Saab &
Sachs, 1996) ou o mesmo tampao acrescido de CaCl, a 0,75% (p/v). Para isso,
quatro rolos de papel de germinacdo, contendo 25 plantulas cada, foram
colocados em tubos de PVC de 75 mm de didmetro e 40 cm de altura, contendo
1,2 L do tamp&o. A fim de induzir a condicdo de baixa disponibilidade de O, no
meio fez-se o borbulhamento com nitrogénio gasoso por 3 minutos (1 L.min™).
Em seguida, os tubos foram selados e mantidos no escuro por periodos de 3, 6,
12, 24, 48 e 72 horas. Apds esses periodos, as raizes foram coletadas,
acondicionadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C, para as analises

das atividades enzimaticas
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Para os controles (ndo alagados), os rolos foram mantidos na camara de
germinacao, sendo as raizes coletadas ap6s os quatro dias de germinacédo e apds
o0s periodos correspondentes aos tratamentos de submersao.

Apds cada periodo de alagamento, foi realizada a re-aeragéo, para a qual
as plantulas foram retiradas dos rolos e distribuidas sobre um papel de
germinagdo em contato direto com o ar. Durante 30 minutos, elas foram
mantidas na camara de germinacdo, no escuro e ap0s esse periodo, as raizes

foram coletadas.

3.3 Avaliac¢ao da sobrevivéncia

Para o periodo de 72 horas, as plantulas foram submetidas a sete dias de
sobrevivéncia ao alagamento. Esta foi realizada baseando-se no enverdecimento
e vigor das plantulas apds o cultivo em caixas com vermiculita, em sala de
crescimento (fotoperiodo de 16 horas). A porcentagem da sobrevivéncia foi
calculada em relacdo a 100% de sobrevivéncia verificada em plantulas que ndo
foram alagadas. Ao final desse periodo, avaliou-se também a massa seca das

plantulas.

3.4 Atividade enzimatica

Extracao

Duzentos miligramas de tecido radicular foram macerados em N,
liquido e homogeneizados em 800 uL dos seguintes tampdes de extracdo: ADH
(HEPES 100 mM, pH 7,5, glicerol 15%, B-mercaptoetanol 10 mM); SOD, CAT,
APX e GR (fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, &cido
ascérbico 1 mM). O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 15 minutos

a 4°C, coletando-se o sobrenadante para as analises enzimaticas.
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Incubaciao

A incubacdo da ADH foi realizada a 30°C, em tampédo de reacdo
contendo Tris-HCI 150 mM, pH 8,0, NAD" 0,3 mg.mL™, etanol 1%. A reducéo
do NAD" foi acompanhada a 340 nm, por 3 minutos. O calculo da atividade
enziméatica foi dado pela quantidade de NADH produzido por minuto de
incubacéo (Yamanoshita et al., 2005).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977), em
um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina
14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos com o meio
de reagdo e a amostra foram iluminados por 7 minutos, com uma lampada
fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra
foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram realizadas a

560 nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte equagéo:

% DE INIBIQAO = (Asgo amostra com extrato enzimatico — Asgy controle

sem enzima)/(Aseo controle sem enzima)

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de
inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condigdes do ensaio.

A catalase foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm
durante 3 minutos, em um meio de reacdo contendo fosfato de potassio 200 mM,
pH 7,0 e H,0, 12,5 mM, incubado a 28°C (Havir & McHale, 1987).

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi realizada segundo
Nakano & Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290
nm. O meio de reacdo incubado a 28°C foi composto de tampdo fosfato de
potéssio 50 mM, pH 7,0, &cido ascérbico 0,5 mM, H,0, 0,1 mM.
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Para atividade da redutase da glutationa (GR) foi utilizado o método de
Cakmak et al. (1993), monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH pelo
decréscimo na absorbancia a 340 nm por 3 minutos. O meio de reacdo incubado
a 28°C foi composto de tampdo fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,8, glutationa

oxidada (GSSG) 1 mM, NADPH 75 uM.

3.5 Gel de atividade

A atividade das enzimas foi avaliada pelo método PAGE nao-
desnaturante em gel de poliacrilamida a 7,5%. Os extratos foram quantificados
pelo método de Bradford (1976) e 20 ug de proteina foram aplicados em cada
canaleta. Ap6s a corrida a 150V, a incubacdo e a revelacdo do gel foram
realizadas conforme Alfenas (1998).

O gel para a avaliacdo da ADH foi incubado a 37°C no escuro, por 30
minutos, em 50 mL de tampdo Tris-HCI 100mM, pH 7,5 contendo 15 mg de
NAD", 2 mg de PMS, 10 mg de MTT e 3 mL de etanol.

Para o gel de atividade da SOD, foram realizadas duas etapas: 1.%) 20
minutos de incubacdo no escuro, a 30°C, em 50 mL de tampao Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5, contendo 10 mg de MTT; 2.%) 15 minutos, em 50 mL de tampdo Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5, contendo 1 mg de riboflavina e 0,4 mL de TEMED, sob
iluminacéo.

Apds a corrida, o gel de atividade da CAT foi colocado em solucéo de
H,0, 0,01% por 5 minutos sob agitagdo. Em seguida, foi lavado com agua
destilada e incubado por 15 minutos em uma solucédo de ferrocianeto de potassio
1% e cloreto de ferro 1%.

Apbs a incubacéo, os géis de atividade foram lavados com agua destilada

e fotografados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De maneira geral, a atividade da ADH em raizes de plantulas aumentou
em funcdo dos periodos de alagamento (Figura 1A). Esse aumento induzido pela
deficiéncia de oxigénio foi significativo a partir da primeira avaliagdo, sendo
gradativo até o final do experimento. Em 72 horas, a atividade dessa enzima
alcancou valor 22 vezes maior que o observado no inicio do estresse na auséncia
de calcio (Figura 1A) e 13 vezes maior na presenca desse elemento (Figura 1B).
A maior atividade da ADH se deve a sintese da enzima durante o alagamento, o
que pode ser evidenciado no gel de atividade, principalmente a partir de 24
horas, com o surgimento, inclusive, de uma segunda isoforma (Figura 2A). Na
presenca do calcio, onde a atividade foi menor, somente uma banda foi
identificada em 48 e 72 horas de alagamento (Figura 2B). O aumento na
atividade da ADH em funcdo da deficiéncia de oxigénio permite reciclar o
NAD" de maneira a manter a via glicolitica ativa (Blokhina et al., 2003; Tadege
et al., 1999). Dessa forma, a producdo de ATP durante a permanéncia das
plantulas nessas condicdes esta relacionada a capacidade das mesmas em manter
essa rota por periodos mais prolongados.

Subbaiah e colaboradores mostraram, em raizes de milho sob anoxia, um
aumento em concentragfes micromolares do célcio citosolico, advindos de
mitocdndrias, correlacionando-o a inducdo da expressdo de Adhl e outros genes
(He et al., 1996; Subbaiah et al., 1994a, b, 1998). No presente trabalho,
observou-se um aumento menos expressivo da atividade da enzima imposto pela
deficiéncia de oxigénio, em funcdo do fornecimento exdgeno de calcio (0,75%,
p/v). Ainda que as causas dessa inibicdo parcial permanecam desconhecidas, a

presenca do célcio tem um efeito benéfico, uma vez que foi verificado que esse
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elemento, quando presente nos periodos de germinacdo e alagamento, aumentou

em torno de 43% a sobrevivéncia de plantulas apés o periodo de estresse.

ADH
(nmol NADH.min'.mg prot™)
w
[S2]

Horas

FIGURA 1. Atividade especifica da desidrogenase alcodlica (ADH) em raizes
de plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas por quatro
dias e mantidas em condi¢bes normais de oxigénio (controle, [])
ou alagadas () por diferentes periodos e re-aeradas por 30
minutos apés o alagamento ( ). Germinagdo e periodos
subsequentes na auséncia (A) ou presenca de calcio (B). As barras
correspondem ao erro padrdo da média.
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O aumento na tolerancia ao alagamento em funcdo do célcio pode estar
relacionado a uma atividade menos intensa da via glicolitica, disponibilizando,
com isso, um menor pool do substrato para a via anaerdbica, sem, contudo,
comprometer a oferta energética necessaria para a sobrevivéncia durante esse
periodo. Como conseqiiéncia desses eventos, ocorre maior disponibilidade de
carboidratos para a recuperagdo das plantulas ao sairem do estresse.
Considerando-se, em uma segunda hipétese, que a via glicolitica, na presenga ou
auséncia desse elemento, esteja operando na mesma intensidade, a menor
atividade da ADH durante o alagamento disponibilizaria, ao final do periodo de
estresse, maiores quantidades de piruvato, prontamente disponiveis para o ciclo
dos &cidos tricarboxilicos, gerando, com isso, maior quantidade de energia para

a recuperacdo das plantulas.

Horas de alagamento
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FIGURA 2. Gel de atividade da desidrogenase alcodlica (ADH) de raizes de
plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas e alagadas na
auséncia (A) ou presenca de calcio (B) por diferentes periodos.

O periodo de 30 minutos de re-aeracdo promoveu decréscimos na
atividade da ADH somente em plantulas que foram alagadas por 24 horas ou
mais (Figura 1A). O retorno de plantas as condi¢cfes normais de oxigénio

promove a restauragdo do metabolismo aerdbico e a conseqliente reducdo na
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atividade de enzimas fermentativas. No presente trabalho, os 30 minutos de re-
aeracdo ndo foram suficientes para o completo restabelecimento da via aerobica,
uma vez que a atividade da enzima néo atingiu o nivel do controle.

Quando o calcio esteve presente, a atividade da ADH néo foi alterada,
permanecendo com valores semelhantes aos observados ao final dos periodos de
estresse (Figura 1B). O fato de ndo ter havido reducfes na atividade dessa
enzima durante a re-oxigenagao pode ser devido ao curto periodo de recuperagéo
e ao aumento pouco expressivo verificado, para essas plantulas, durante o
alagamento.

Em experimentos envolvendo a sobrevivéncia de plantas a baixas
concentracfes de O, no meio, tem-se observado que aumentos na atividade da
ADH, associados & saturacdo da cadeia de transporte de elétrons devido a falta
de O,, estdo relacionados com aumentos nas concentracdes de espécies de
oxigénio reativo (EROs) (Fukao & Bailey-Serres, 2004). Um grupo de enzimas
é responsavel pela eliminacéo desses radicais, dentre elas, a SOD, para a qual se
verificou gque, de maneira geral, houve aumentos em sua atividade durante o
estresse (Figura 3). Entretanto, esses aumentos ndo foram induzidos pelo
alagamento uma vez que, em cada avaliacdo, os valores ndo diferiram do
controle, exceto nas duas Ultimas, em que se apresentaram menores. A atividade
dessa enzima, no presente trabalho, foi relacionada a trés isoformas verificadas
no gel de atividade, ndo sendo identificadas diferengas entre os periodos de
alagamento ou entre presenga e auséncia de calcio (Figura 4). Sabe-se que as
EROs participam dos periodos iniciais de crescimento das plantas e o radical
superdxido é o primeiro a ser formado. Sua dismutagdo produz o H,0O,, reacéo
catalisada pela SOD que é a principal responsavel pela remocdo do superéxido
(Asada, 1999). Dessa forma, o aumento na atividade dessa enzima observado
nas plantulas pode estar relacionado aos processos que envolvem a participacao

dos radicais livres durante o crescimento.
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Sob periodos prolongados de alagamento em milho, Yan et al. (1996)
verificaram redugGes na atividade da SOD, causando, com isso, um aumento na
concentracdo do superdxido nas células. No caso presente, podem-se observar,
aos dois e trés dias de alagamento, reducdes na atividade da enzima em relagéo
ao controle (Figura 3). Sendo assim, a menor sobrevivéncia das plantulas do
milho ‘Saracura’, observada para periodos maiores de alagamento, pode estar
relacionada ao acimulo do superoxido durante o estresse, uma vez que esse
radical promove a peroxidacdo dos lipidios da membrana, desestruturando-a
durante a falta de oxigénio (Blokhina et al., 2003).

Durante a re-aeracdo, plantulas que néo tiveram contato com o célcio e
que foram alagadas por 48 e 72 horas apresentaram aumentos na atividade da
SOD em suas raizes (Figura 3A), alcancando os valores observados para o
controle. Nos demais periodos e na presenca do célcio (Figura 3B), os valores de
atividade observados apds o periodo de estresse foram mantidos. Aumentos na
atividade da SOD poderiam traduzir-se em protecdo contra os efeitos deletérios
do radical superdxido e, dessa forma, conferir maior tolerancia a planta (Biemelt
et al., 2000; Martinez et al., 2001). Por outro lado, como essa enzima é induzida
pelo substrato, o aumento observado apds a re-oxigenacdo pode estar
relacionado a maior producdo de superdxido durante o estresse ou no inicio da
recuperacdo, uma vez que, segundo alguns autores, os primeiros momentos de
re-aeracdo influenciam em aumentos nas EROs (Biemelt et al., 1998; Blokhina
et al., 1999; Blokhina et al., 2003). Dessa forma, na auséncia do calcio e em
periodos de tempo maiores de estresse, a ‘explosdo’ oxidativa pode ter sido
maior e, portanto, influenciado a maior producéo desses radicais.

VanToai & Bolles (1991) observaram redugdes de 30% e 50% na
atividade da SOD em plantulas de soja que foram re-aeradas ap6s 1 e 2 horas de
anoxia, respectivamente, quando comparadas com o controle (plantulas ndo

alagadas), refletindo em maiores danos ocasionados pelo radical superoxido.
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FIGURA 3. Atividade especifica da dismutase do superdxido (SOD) em raizes
de plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas por quatro
dias e mantidas em condigdes normais de oxigénio (controle, [1)
ou alagadas () por diferentes periodos e re-aeradas por 30
minutos apés o alagamento ( ). Germinacdo e periodos
subsequentes na auséncia (A) ou presenca de calcio (B). As barras
correspondem ao erro padrdo da média.

Plantulas do milho “‘Saracura’ que estiveram em contato com o calcio
apresentaram maior sobrevivéncia e uma rapida recuperacdo pés-hipoxia quando
comparadas com aquelas que ndo tiveram, contato com esse elemento. Esses
resultados, juntamente com menores atividades da SOD, tanto durante o

alagamento como na re-aeragdo, podem ser devido a uma menor producdo de
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radicais superdéxido. Sendo assim, o calcio poderia estar atuando em passos

anteriores, reduzindo a producdo desses radicais.

Horas de alagamento
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FIGURA 4. Gel de atividade da dismutase do superdxido (SOD) de raizes de
plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas e alagadas na
auséncia (A) ou presenca de célcio (B), por diferentes periodos.

De qualquer modo, maior grau de protecdo contra danos oxidativos deve
requerer um rapido metabolismo de H,0, gerado pela a¢do da SOD. Nas plantas,
a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX) participam diretamente na
eliminacdo do H,0, (Asada, 1999; Willekens et al., 1995). O alagamento
influenciou em um aumento consideravel na atividade da CAT em raizes de
plantulas que foram alagadas por periodos mais prolongados, atingindo em torno
de 65% e 29%, em 48 e 72 horas, respectivamente, quando comparados ao
controle (Figura 5A). Na presenca do calcio, a atividade da CAT nao foi alterada
durante o alagamento (Figura 5B), uma vez que valores semelhantes aos do
controle foram observados. De acordo com a atividade especifica dessa enzima,
foi observado, no gel de atividade, um aumento nas bandas em periodos mais
prolongados de estresse (Figura 6A), sugerindo sintese dessa enzima nesses
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casos. Na presenca do calcio, praticamente ndo houve diferencas entre os

periodos de alagamento (Figura 6B).
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FIGURA 5. Atividade especifica da catalase (CAT) em raizes de plantulas do
milho ‘Saracura’ que foram germinadas por quatro dias e mantidas
em condicdes normais de oxigénio (controle, (1) ou alagadas (1)
por diferentes periodos e re-aeradas por 30 minutos apds o
alagamento (Il ). Germinacdo e periodos subseqiientes na auséncia
(A) ou presenca de calcio (B). As barras correspondem ao erro
padrdo da média.
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Monk et al. (1987) verificaram que, durante o alagamento de Glyceria
maxima, espécie pouco tolerante, a atividade da CAT teve um aumento
expressivo, mediando a oxidacdo do etanol a acetaldeido téxico,
conseqientemente, aumentando as injarias pos-andxicas. Tomando como base
as conclusdes relatadas por Monk et al. (1987), pode-se sugerir que, no presente
trabalho, a alta atividade da ADH (Figura 1A), culminando em maior acimulo
de etanol, juntamente com a alta atividade da CAT (Figura 5A), em 72 horas de
alagamento, estariam relacionadas a menor sobrevivéncia e a recuperagdo mais
lenta de plantulas do milho ‘Saracura’, que ndo estiveram em contato com o
calcio.

A re-aeracdo promoveu aumento na atividade da CAT em raizes de
plantulas que foram alagadas por periodos 48 e 72 horas, tanto na auséncia
quanto na presenca de célcio (Figura 5). Apesar da alta atividade da CAT
durante o periodo de estresse poder ser prejudicial a recuperacdo das plantas
(Monk et al., 1987), sua atuacdo na eliminacdo do H,O, durante a re-aeracdo,
juntamente com peroxidases, é importante para minimizar os efeitos do estresse
oxidativo nesse periodo, uma vez que a producdo de radicais livres é
intensificada (VanToai & Bolles, 1991).

Horas de alagamento
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FIGURA 6. Gel de atividade da catalase (CAT) de raizes de plantulas do milho
‘Saracura’ que foram germinadas e alagadas na auséncia (A) ou
presenca de célcio (B), por diferentes periodos.
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Ao contrario da CAT, o alagamento ndo influenciou na atividade da
APX (Figura 7A). Embora tenha ocorrido um pequeno aumento em relacdo ao
tempo de alagamento, os valores observados ndo diferiram do controle.
Resultados semelhantes foram observados por Ushimaru et al. (1999) em
plantulas de arroz, nas quais a deficiéncia de O, ndo alterou a atividade dessa

enzima.
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FIGURA 7. Atividade especifica da peroxidase do ascorbato (APX) em raizes
de plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas por quatro
dias e mantidas em condigdes normais de oxigénio (controle, [])
ou alagadas (I ) por diferentes periodos e re-aeradas por 30
minutos apés o alagamento ( ). Germinacdo e periodos
subsequentes na auséncia (A) ou presenca de calcio (B). As barras
correspondem ao erro padrdo da média.
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Na presenca do célcio, a atividade da APX aumentou nos periodos mais
prolongados de alagamento (Figura 7B). Aumentos na atividade dessa enzima
em funcdo da aplicacdo exdgena de célcio foram observados em plantulas de
milho (Gong et al., 1997) e em duas espécies de gramineas (Jiang & Huang,
2001) durante o estresse por calor. Segundo Gong et al. (1997), esse aumento
poderia estar relacionado ao aperfeicoamento da tolerdncia a esse tipo de
estresse. No presente trabalho, pode ser evidenciada uma relacdo semelhante
aquela relatada pelos autores acima citados, uma vez que a presenca do calcio,
além de aumentar a tolerancia de plantulas do milho ‘Saracura’ ao alagamento,
influenciou em maiores atividades da APX, quando comparada ao controle
(Figura 7B). Além disso, como essa enzima tem alta afinidade pelo H,O,
(Willekens et al., 1995), pode-se sugerir que, na presenca desse elemento,
menores quantidades desse composto estejam sendo formadas, reduzindo os
danos oxidativos durante o periodo de estresse.

O periodo de re-aeragdo praticamente ndo alterou a atividade da APX
em raizes de plantulas que ndo estiveram em contato com o calcio (Figura 7A).
Por outro lado, a sua presenca influenciou em aumentos na atividade dessa
enzima para todos os periodos de alagamento (Figura 7B). Uma eficiente
atuacdo do sistema antioxidante apds a re-exposicdo ao ar promove maior
tolerdncia a baixa disponibilidade de oxigénio. A presenca do célcio estd
relacionada ao aumento da sobrevivéncia em plantulas do milho “‘Saracura’ e
influenciou em aumentos na atividade da APX, tanto durante o estresse como
durante a re-aeracdo (Figura 7B). Sendo assim, pode-se sugerir que a atuagdo
dessa enzima na eliminag¢do do H,O, esteja relacionada ao aperfeicoamento da
tolerancia nessas plantas, havendo maior atuacdo do  sistema
ascorbato/glutationa. Inducdes na atividade dessa enzima apds a re-oxigenacédo
foram verificadas em plantulas de trigo (Biemelt et al., 1998) e de arroz
(Ushimaru et al., 1997).
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A APX utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para
reduzir o H,O, a agua, gerando monodehidroascorbato. Este, por sua vez,
precisa ser regenerado novamente a ascorbato, a fim de manter o sistema
antioxidante ativo. Para isso, outras reacdes enzimaticas estdo envolvidas,
intermediadas pela glutationa, a qual é oxidada (Biemelt et al., 1998). A
manutenc¢do do pool de glutationa reduzida para o processo depende da atividade
da redutase da glutationa (GR). No presente trabalho, o alagamento promoveu
um aumento na atividade da GR durante o periodo inicial de estresse, caindo ao
final do periodo, para valores inferiores ao controle (Figura 8A). Resultados
semelhantes foram relatados por Yan et al. (1996) que verificaram uma
diminuicéo na atividade dessa enzima sob alagamento prolongado, enquanto que
curtos periodos de estresse levaram a um aumento em sua atividade.

O célcio influenciou em maiores atividades da GR, diferindo do controle
em todos os periodos de alagamento (Figura 8B). Jiang & Huang (2001) também
verificaram atividades mais altas dessa enzima, em funcao da aplicagdo exdgena
do célcio em gramineas sob estresse por calor, relacionadas ao aumento da
tolerancia ao estresse. O aumento na atividade da GR na presenga de calcio vem
confirmar uma eficiente atuacdo do ciclo ascorbato/glutationa durante o periodo
de estresse. Além disso, a importancia de reduzir a glutationa esta no fato de que
este composto, além de ser intermediario na reducdo do ascorbato, atua
diretamente como agente antioxidante.

Durante a re-aeragdo apds 48 e 72 horas de estresse, a atividade da GR
reduziu significativamente, tanto na presenca quanto na auséncia de célcio
(Figura 8). Este fato poderia ser atribuido & atuagdo conjunta da CAT na
eliminacdo do H,0,, diminuindo a importancia da participacdo da GR no
processo. Por outro lado, o periodo de 30 minutos de re-aeracdo pode ter sido
insuficiente para restaurar sua atividade. Neste aspecto, Biemelt et al. (1998)

observaram que uma plena recuperacdo na atividade da GR durante a re-aeracéo,
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em plantulas de trigo sob hipoxia, somente péde ser observado apds 16 horas de

recuperacéo.
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FIGURA 8. Atividade especifica da redutase da glutationa (GR) em raizes de
plantulas do milho ‘Saracura’ que foram germinadas por quatro
dias e mantidas em condi¢bes normais de oxigénio (controle, [1)
ou alagadas (@ ) por diferentes periodos e re-aeradas por 30
minutos apés o alagamento ( ). Germinagdo e periodos
subsequentes na auséncia (A) ou presenca de calcio (B). As barras
correspondem ao erro padrdo da média.
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O milho ‘Saracura’, que tolera por si mesmo periodos intermitentes de
alagamento, tem sua capacidade de recuperacdo po6s-hipoxia aumentada quando
germinado e ou alagado na presenca de célcio, caracterizada por uma rapida
recuperacdo e um expressivo acimulo de massa seca.

A ADH, uma das principais enzimas anaerdbicas, cuja sintese esta
relacionada ao aumento da tolerdncia ao alagamento, no milho ‘Saracura’
apresentou menor atividade na presenca do célcio, podendo-se sugerir que,
nessas plantulas, esteja ocorrendo um menor gasto energético durante o periodo
de alagamento, essencial para a sua recuperacdo. Ao mesmo tempo, como o
aumento na ADH esta relacionado ao maior acimulo de EROs (Fukao & Bailey-
Serres, 2004), as menores recuperacdo e sobrevida das plantulas que néo
estiveram em contato com o célcio podem estar relacionadas a danos mais
severos ocasionados por esses radicais durante o alagamento e ou no inicio da
recuperacgéo.

No presente trabalho, foi observado que enzimas do sistema antioxidante
apresentaram variagBes em suas atividades nas raizes de plantulas que foram
alagadas e ou re-aeradas e estiveram ou ndo em contato com o célcio. O
aumento na atividade da SOD no periodo de re-aeracdo, associado as altas
atividades observadas para a CAT neste periodo e durante o alagamento,
reafirma que, na auséncia de calcio, podem estar sendo formadas maiores
quantidades de EROs. Além disso, nessas plantulas, a eliminacgdo desses radicais
estaria sendo realizada, principalmente, por meio de catalases.

Na presenca do calcio, menores atividade da ADH e CAT, juntamente
com a inducdo da APX nos periodos de alagamento e re-aeracdo e da GR
durante o estresse, propdem que a eliminagdo das EROs, neste caso, esteja sendo
realizada pela rota do ascorbato/glutationa. Dessa forma, a atuacdo mais efetiva
dessa rota poderia estar relacionada ao aumento da tolerdncia em plantulas do

milho ‘Saracura’ proporcionado pela presenca do calcio.
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5 CONCLUSOES

A eliminacdo de EROs, em pléntulas do milho ‘Saracura’ que nao
estiveram em contato com o célcio, foi realizada, preferencialmente, por meio de
catalases, enquanto que, na presenca desse elemento, a via preferencial foi a rota
do ascorbato/glutationa.

A maior sobrevivéncia ao alagamento de plantulas do milho ‘Saracura’
que estiveram em contato com o célcio pode estar relacionada a atuacdo mais

efetiva da rota do ascorbato/glutationa.
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