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RESUMO

A cultivar de milho ‘Saracura’ BRS-4154 foi desenvolvida pela
Embrapa Milho e Sorgo para tolerar periodos intermitentes de alagamento.
Assim, objetivou-se neste trabalho analisar o papel do etileno e do peroxido de
hidrogénio (H,0,) na formagio do aerénquima em diferentes ciclos de selecdo
genética de ‘Saracura’ em quatro tempos de alagamento. Para isso, plantas dos
ciclos C1, C5, C11 e C18 e da variedade sensivel BR 107 foram alagadas por
sete dias, com coleta das raizes em: 0 (sem alagamento), 1, 3, 5 e 7 dias. Foi
analisada a expressdo génica das enzimas ACC sintase (ACS), ACC oxidase
(ACO), dismutase do superdxido (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX); a
producdo de etileno e o conteudo de H,O,; a atividade das enzimas ACO,
celulase e poligalacturonase (PG); e a anatomia radicular. Ndo houve expresséo
de ACS e ACO. Mas houve variacdo da atividade de ACO e da produgio de
etileno. A expressdo de SOD foi maior em C1 e a de APX em C18, com redugio
aos sete dias. O conteudo de H,O, ndo diferiu. A atividade da celulase foi maior
em Cl e C18, aos sete dias; a da PG foi pouco modificada. A propor¢do de
aerénquima variou entre os ciclos, em fun¢o da taxa de formagdo, aumentando
ao longo do tempo. A area do cortex e a espessura da endoderme aumentaram ao
longo do tempo e nos ciclos finais; a exoderme reduziu nas plantas sob maior
tempo de alagamento; e a epiderme ndo variou. Houve formagdo de espagos
intercelulares no meristema fundamental e modificagdo na diferenciacdo da
endoderme no apice radicular. O tempo de alagamento e o ciclo de selego
genética influenciam os mecanismos de formagdo do aerénquima. O etileno e o
H,0, podem estar relacionados a indugo desse tecido.

Palavras-chave: Anatomia radicular. Hipoxia. Etileno. Peréxido de hidrogénio.
Enzimas de degradacao de parede celular.



ABSTRACT

The maize cultivar ‘Saracura’ BRS-4154 was developed by the National
Maize and Sorghum Research Center. Thus, the work was carried out with the
purpose of analyzing the role of ethylene and hydrogen peroxide (H,O,) in the
aerenchyma formation to different genetic selection cycles of ‘Saracura’ on four
flooding times. For thus, plants of cycles C1, C5, C11 and C18, and sensitive
variety BR 107 were flooded for 7 days with roots collected to 0 (control (no
flooding)), 1, 3, 5 and 7 days. The gene expression of the enzymes ACC
synthase (ACS), ACC oxidase (ACO), superoxide dismutase (SOD) and
ascorbate peroxidase (APX); the determination of ethylene production and H,0,;
the enzymatic activity of ACO, cellulase and polygalacturonase (PG); and the
root anatomy were performed. There wasn’t expression to ACS and ACO. ACO
activity and ethylene production were increased while SOD expression was
higher at C1 and APX was higher at C18, with reduction in the last day. H,0O,
content was similar between treatments. The cellulase activity was higher at C1
and C18 and it increased with time; the PG activity was slightly modified. The
proportion of aerenchyma varied between cycles, depending on the formation
rate and it increased during flooding. The total area of the cortex and the
endoderm thickness increased with time and in the final cycles. The exoderm
reduced in plants under long flooding; there was no variation of the epidermis. It
was observed intercellular spaces formation in the meristem and change in the
differentiation of endoderm in the root apex. The flooding time and genetic
selection cycle influenced the aerenchyma formation mechanisms. The ethylene
and H,0O, may be related to induction of tissue.

Keywords: Root anatomy. Hypoxia. Ethylene. Hydrogen peroxide. Cell wall
degrading enzymes.



SUMARIO

1 INTRODUCAO ..o 13
2 REFERENCIAL TEORICO.........ccoooovimirriimnreeionsseeesnesessssssnens 16
2.1 Alagamento do SOl0................ooovieiiiiiiiiniieeee e 16
2.2 Toleridncia das plantas ao alagamento ................c..occoceninininnennnn. 18
2.3 ACTENQUIINA .......oviiiiiiiiiiieie ettt ettt e e e b e steesseesseseeensessnens 19
2.3.1 Aerénquima lisigeno induzido por hipoxia.............c..cccoceoinnncncn. 22
2311 O ELIENO.....c..coiiiiiiiiiicicieecteete ettt 26
2.3.1.2 As Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)............cceceevrevininninenenne 29
2.3.1.3 A Morte Celular Programada..................cccooceinviininiiiniincenienee, 33
2.3.1.4 A Degradacio da Parede Celular...................c.cccooiiiiiiiiiniiinie 35
2.4 Milho Saracura..............ccooiiiiiiiiiiiiiceeeeee e 35
3 MATERIAIS E METODOS ........coomirriiimrriinneeioesssessessssssessenens 38
3.1 Material vegetal.............c...oooiiiiiiiiii e 38
3.2 Condicoes de crescimento.................eeeevveeeeiiieeciieeeiee e e 38
33 Imposicao dos tratamentos................c.cccceeeiiiiiiiiiiiiiie e 38
34 Analise da expressio das enzimas ACC sintase, ACC oxidase,
dismutase do superoxido e peroxidase do ascorbato por meio de técnicas de
GRT-PCR Lottt s s 39
35 Atividade enzimatica da ACC oxidase (ACO) (EC 1.14.17.4) ......... 43
3.6 Determinacio da producio de etileno...................cocceeiiiiiinnnnne 44
3.7 Determinacio do contetdo de peréxido de hidrogénio (H,0,)........ 44
3.8 Atividade enzimatica da celulase (EC 3.2.1.4).........ccccoeeevvevennnnnne. 45



3.9 Atividade enzimatica da poligalacturonase (PG) (EC 3.2.1.15)....... 45

3.10  Analises anatomicas da raiz...................ccocoeviiiiiiieiiiie e, 47
3.11  Andlises estatiStiCas...........cccoceenieiiniieiiiiinieeeeeeeee e 48
4 RESULTADOS E DISCUSSAO..........oooooioieeeeeeieeeeeeeeeeeee s 49
5 CONCLUSAQ ...t 78

REFERENCIAS. ......ooooooeeoeeeeeeeee oo s e s nenns 79



13

1 INTRODUCAO

A disponibilidade hidrica ¢ um dos fatores ambientais mais estudados
em relacdo ao crescimento e sobrevivéncia das plantas, sendo muito afetada
pelas mudangas climaticas (ASHARAF, 2010; SOUZA et al., 2013).

Nesse sentido, inunda¢des ou alagamentos caracterizam estresses
abidticos com impactos significativos na sobrevivéncia das plantas em muitas
regides do mundo (SOUZA et al., 2009), chegando a afetar 10% da superficie
terrestre e sendo umas das principais restrigdes a producdo agricola (PATEL et
al., 2014). Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura - FAO e o Instituto Internacional para Pesquisas Estatisticas
Aplicadas, o alagamento pode reduzir seriamente a produgdo agricola,
considerando as estimativas de areas cultivaveis e a produtividade mundiais. No
Brasil, aproximadamente 28 milhdes de hectares de terras potencialmente
cultivaveis apresentam alagamento (VITORINO et al., 2001). Nessa condig@o
ocorre reducdo na concentracdo de gases no solo, resultando em hipoxia ou
anoxia (SAIRAM et al., 2008).

Plantas tolerantes ao alagamento s3o capazes de modular seu
metabolismo, morfologia e anatomia para sobreviver e se reproduzir
(FERNANDEZ, 2006). Uma das estratégias mais comuns ¢ a formagio de
aerénquima nas raizes e parte aérea, um tecido vegetal contendo alta proporgao
de espagos intercelulares maiores que os comumente encontrados (DREW; HE;
MORGAN, 2000; ESAU, 1977; EVANS, 2003) que facilitam a difusdo de gases
entre os orgdos inundados e ndo inundados das plantas (LENOCHOVA;
SOUKUP; VOTRUBOVA, 2009). Dois tipos principais de aerénquima sdo
reconhecidos: esquizdgeno e lisigeno (EVANS, 2003; JACKSON;
ARMSTRONG, 1999). Aerénquima esquizdégeno ¢ formado por meio da

separacdo e expansdo diferencial das células, sem morte celular. Por outro lado,
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aerénquima lisigeno é formado pela morte celular e subsequente lise de algumas
células (YAMAUCHI et al., 2013), sendo considerado uma forma de morte
celular programada, a qual envolve a biossintese de etileno (DREW; HE;
MORGAN, 2000; JACKSON; ARMSTRONG, 1999). Além destes, Seago
Junior et al. (2005) descreve variacdes nos padrdes de formagao de aerénquima,
incluindo outras classificagdes, como o expansigeno, formado pela expansdo de
espacos pela divisdo e crescimento celular, sem mais separacdo das células e
colapso ou morte celular.

Zea mays L., classificado como planta sensivel a hipoxia, ¢ um dos
organismos modelo usado no estudo das respostas das plantas ao alagamento,
especialmente pela formagdo de aerénquima lisigeno no coértex da raiz
(LENOCHOVA; SOUKUP; VOTRUBOVA, 2009) induzido por esse estresse.
Em 1986 teve inicio pela Embrapa Milho e Sorgo o desenvolvimento da cultivar
Saracura BRS-4154 resistente a periodos intermitentes de alagamento para
tornar possivel a producio desta cultura nas diversas regides onde ocorre este
tipo de estresse. Essa cultivar foi melhorada para a produgéo e sobrevivéncia,
sendo o desenvolvimento de aerénquima, nas raizes e na parte aérea da planta
(ALVES et al.,, 2002), uma caracteristica fundamental na tolerancia dos
sucessivos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ ao alagamento (PEREIRA et
al., 2008, 2010; SOUZA et al., 2009, 2011). Com essa caracteristica, a cultivar
que ja esta disponivel no mercado desde 1997, tem produtividade estimada em 5
a 6,5 t/ha, além de muito bom empalhamento, sanidade das espigas, resisténcia
ao acamamento e¢ quebramento (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA — EMBRAPA, 2015).

Muitos trabalhos demonstram os mecanismos de formagdo de
aerénquima lisigeno em milho, geralmente em cultivares sensiveis ao
alagamento (ABIKO et al., 2012; EVANS 2003; GEISLER-LEE; CALDWELL;
GALLIE, 2010; GUNAWARDENA et al., 2001; HE; DREW; MORGAN, 1994;
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HE et al., 1996; HE; MORGAN; DREW, 1996; MANO; OMORI, 2013; RAJHI
et al., 2011; THIRUNAVUKKARASU et al., 2013; YAMAUCHI et al., 2013),
tém o envolvimento de etileno e peroxido de hidrogénio (H,0O,) na sinalizacdo
de morte celular programada. Segundo estes trabalhos, a deficiéncia de oxigénio
estimula a producdo de etileno (HE et al., 1996), que regula a producido de
espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a morte celular (RAJHI et al.,
2011; YAMAUCHI; RAJHI; NAKAZONO, 2011). Além disso, em alguns
estudos a relagdo direta entre a formacdo de EROs e o surgimento de
aerénquimas ¢ sugerida (STEFFENS; STEFFEN-HEINS; SAUTER, 2013), uma
vez que a produgdo dessas moléculas, principalmente o H,O,, por complexos
enzimdticos ¢ induzida em condi¢des de hipoxia e pode levar a morte celular
(RAJHI et al., 2011; YAMAUCHI et al., 2014). Em ‘Saracura’ Pereira et al.
(2010), Porto et al. (2013) e Souza (2010) constataram a geracdo de EROs de
modo indireto, conforme a analise do comportamento de enzimas do sistema
antioxidante. No entanto, a possivel relacdo entre EROs e a formacdo de
aerénquima, assim como o envolvimento do etileno nesse processo ainda ndo
foram investigados em milho ‘Saracura’, uma cultivar tolerante ao alagamento
intermitente, que passou por selecdo genética.

Assim, considerando a importancia de se compreender o processo de
indug@o de aerénquima em milho ‘Saracura’, uma cultivar que atende a demanda
de plantio em regides de varzea no pais, este trabalho foi realizado com o
objetivo geral de verificar o papel do etileno e do H,O,, na formagdo deste
tecido em diferentes ciclos de selecdo genética ao longo do tempo de
alagamento. Para isso, os objetivos especificos incluiram analisar a expressao
génica de enzimas da via biossintética do etileno e do sistema antioxidante, a
atividade enzimatica da ACC oxidase, das enzimas de degradagdo de parede
(celulase e poligalacturonase), a determinacdo do conteudo de perdxido e da

produgdo de etileno e a anatomia da raiz.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alagamento do solo

O alagamento ou encharcamento do solo pode ser resultado de varias
praticas diretas, como a irrigacdo inadequada, ou indireta, como mudangas
climaticas, além de eventos naturais (IRFAN et al., 2010). Estima-se que regides
sujeitas naturalmente a inunda¢do compreendam dois milhdes de quilometros
quadrados na América do Sul, cerca de 11% desse territério (JUNK, 1993).

O excesso de agua no solo promove a deficiéncia de oxigénio ou sua
completa auséncia (BAILEY-SERRES; COLMER, 2014; SAIRAM et al.,
2008). Com isso, a baixa taxa de difusdio, baixa solubilidade ¢ o aumento da
atividade microbiana reduzem o conteido de oxigénio no solo, além de
adicionar compostos toxicos, inorganicos ¢ organicos (GAMBRELL;
DELAUNE; PATRICK JUNIOR, 1991). Consequentemente, os principais
efeitos do alagamento, como deficiéncia de oxigénio e o baixo potencial redox
do solo, afetam varios processos fisioldgicos das plantas (BAILEY-SERRES;
COLMER, 2014; MEDRI et al., 2012).

A reducdo do oxigé€nio sob alagamento provoca alteragdes no potencial
de oxirredugdo e no pH do solo (KOGEL-KNABNER et al., 2010), que
interferem na fertilidade do solo e nas formas estaveis dos elementos disponiveis
para as plantas (SCHMIDT et al., 2013). As atividades microbianas, que durante
a respiragdo utilizam substancias organicas como fontes de carbono para a
doagdo de elétrons, controlam as rea¢des de oxirredu¢do no solo (SCHMIDT et
al., 2013) e sob reducdo ou auséncia de oxigénio passam de aerobias (condigéo
oxica) para facultativas (condi¢do hipdxica) ou anaerdbias (condigdo andxica).
Os microrganismos anaerdbios facultativos e obrigatérios usam NO;,, Mn*",

Fe’', SO,%, produtos da decomposi¢do da matéria organica (CO,, N,) e ions H
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como eletroaceptores na respiracdo, sendo transformados em formas reduzidas e
conferindo caracteristicas de redu¢do ao solo (BARTLETT; JAMES, 1993).

Assim, com o alagamento ocorre ocupacgio dos espacos porosos do solo
por agua, deplegio de O, e aumento de CO, produzidos pela respiragdo
microbiana em regides de anaerobiose. Além disso, o oxigénio livre ¢
rapidamente consumido pelos micro-organismos aerdbicos existentes no solo
(CAMARGO; SANTOS; ZONTA, 1999), intensificando ainda mais as
condigdes de hipoxia ou anoxia.

Nessas condi¢des, de acordo com Colmer e Voesenek (2009) varios
problemas podem ocorrer no corpo vegetal:

(i) Crise de energia. A fosforilagio oxidativa na respiragdo, com
consumo de O, é a principal fonte de ATP em células vegetais. Sob alagamento
a produgio de ATP ocorre na glicdlise, podendo haver regeneracdo de NAD"
pela conversdo de piruvato em etanol. No entanto, por apresentar uma producio
menor de ATP as células passam por uma crise de energia, que geram danos em
componentes celulares como em membranas e acidose citosdlica (GIBBS;
GREENWAY, 2003).

(i1) Crise de carboidratos. Agucares soluveis e amido sdo importantes na
manuten¢do da glicolise e, consequentemente, na geracdo de ATP por meio da
respiragdo ou fermentag@o. Com o alagamento, as limitagdes em CO, e radiacéo
podem reduzir a disponibilidade de agucares, resultando na morte de células e
orgdos vegetais (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

(iii) Toxicidade. Sob alagamento compostos reduzidos como Mn*", Fe**
e S* podem se acumular em niveis toxicos nos tecidos radiculares (JACKSON;
DREW, 1984). Além disso, em razdo da baixa volatilidade, acidos organicos
podem se acumular em solos encharcados e raizes (ARMSTRONG;

ARMSTRONG, 1999). A presenca destes acidos e a elevacdo na concentragdo



18

de CO, podem impor 'cargas acidas’ nas células radiculares em solos alagados
(GREENWAY; ARMSTRONG; COLMER, 2006).

(iv) Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). O excesso de produgdo de
EROs ¢ um processo comum nas células de plantas sob baixa concentracdo de
oxigénio (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003), podendo
desempenhar importantes papeis no metabolismo vegetal.

(v) Déficit hidrico. O alagamento pode induzir uma diminui¢do na
condutividade hidraulica de raizes (HOLBROOK; ZWIENIECKI, 2003), que
provoca estresse hidrico na parte aérea de algumas plantas.

Estas respostas apresentadas pelas plantas ao alagamento, no entanto,
dependem do nivel de tolerancia ou sensibilidade da espécie, do estddio de
desenvolvimento das plantas, assim como da duragdo ¢ intensidade da condigéo

de estresse.

2.2 Tolerancia das plantas ao alagamento

Verifica-se que as plantas terrestres tiveram origem de ancestrais
aquaticos (COLMER; VOESENEK, 2009) e recuperaram a capacidade de
tolerar o alagamento mais de 200 vezes ao longo do tempo evolutivo
(JACKSON; ISHIZAWA; ITO, 2009), sugerindo que um restrito nimero de
mutacgdes pode alterar essa tolerdncia (VOESENEK; PIERIK, 2008). De acordo
com Voesenek e Sasidharan (2013), nas plantas tolerantes distinguem-se dois
mecanismos adaptativos: os que visam a melhora das trocas gasosas entre os
orgdos da planta e entre a planta e o ambiente, favorecendo o estado de energia e
carboidratos; ¢ os que ajustam metabolicamente o consumo de energia e
carboidratos da planta para lidar com a deficiéncia de O..

Em plantas tolerantes mecanismos anatdmicos, metabdlicos e

morfologicos podem favorecer sua sobrevivéncia em condi¢des de alagamento
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(BAILEY-SERRES; COLMER, 2014; STEFFENS, 2014). Duas importantes
modificagdes nas plantas sob alagamento envolvem a formacgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e o acimulo do horménio etileno (STEFFENS,
2014), que juntamente com os niveis de O, e CO, funcionam como sinais para
inducdo de processos de aclimatagdo ao estresse, como formacdo de aerénquima,
raizes adventicias, hipertrofia de lenticelas e hiponastia das folhas
(VOESENEK; SASIDHARAN, 2013).

Além disso, pode ocorrer a formag@o de barreiras a perda radial de
oxigénio nas raizes (COLMER, 2003; COLMER; VOESENEK, 2009) e
aclimatacdes metabdlicas. Estas aclimatacdes incluem a reducdo no uso de
energia, por restri¢do na tradu¢do de mRNAs, reducfo na formagdo de parede
celular e ribossomos (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2010) e favorecimento
de vias bioquimicas que utilizam pirofosfato em vez de ATP (HUANG;
COLMER; MILLAR, 2008); ativag¢ao de vias que geram ATP sem fosforilagdo
oxidativa, por meio de elevado catabolismo de sacarose, glicélise e fermentagao
(BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2010); ¢ indugdo de fun¢des de protegdo
como EROs e atividade de chaperonas (MUSTROPH et al., 2010).

Considerando que o alagamento tem impactos sobre a produtividade das
culturas e forrageiras (BAILEY-SERRES; COLMER, 2014), é evidente que o
desenvolvimento de genoétipos tolerantes ao alagamento, capazes de desenvolver
mecanismos de resisténcia ao estresse como a formacdo de aerénquimas,
hipertrofia de lenticelas e raizes adventicias esta ligado ao aumento dessa

produtividade (PATEL et al., 2014).

2.3 Aerénquima

Aerénquima ¢ um tecido que pode ser induzido em plantas sob

condigdes de alagamento, atuando na difusdo interna de oxigénio atmosférico ou
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fotossintético até as raizes e permitindo a respiracdo aerdbica nas células
radiculares (ARMSTRONG, 1979; YAMAUCHI et al., 2013). Embora
geralmente associado as respostas de hipoxia, o aerénquima também pode ser
causado por outras formas de estresse, como temperaturas elevadas, seca,
impedancia mecanica e deficiéncia nutricional. Além disso, forma —se de modo
constitutivo na maioria das plantas de ambiente aquatico ou de modo induzido
em plantas de ambiente drenado em resposta as condi¢des adversas (EVANS,
2003).

Este tecido também se distingue pelos mecanismos de formagao, sendo
descritos dois tipos basicos: aerénquima esquizégeno e lisigeno. Aerénquima
esquizdgeno ¢ formado pelo crescimento diferencial e separagdo das células com
a desmontagem da lamela média (EVANS, 2003; MANCUSO; SHABALA;
PANG, 2010) durante o desenvolvimento do tecido, sem morte celular.
Geralmente, ¢ constitutivo, ocorrendo em muitas espécies, como as de ambiente
aquatico (EVANS, 2003). Por outro lado, o desenvolvimento de aerénquima
lisigeno envolve a morte celular programada conforme uma série ordenada de
eventos (GUNAWARDENA et al.,, 2001). Neste caso, formam-se estruturas
onde linhas de células sobreviventes separam espagos de ar, gerados pela morte
das células. As células sobreviventes conferem integridade estrutural a raiz e
permitem o transporte apoplastico e simplastico de nutrientes (EVANS, 2003).
O aerénquima ser constitutivo ou induzido, sendo encontrado em importantes
espécies cultivadas, como cevada (ARIKADO; ADACHI, 1955), trigo
(TROUGHT; DREW, 1980), milho (GUNAWARDENA et al., 2001; HE;
DREW; MORGAN, 1994; HE et al., 1996; HE; MORGAN; DREW, 1996) e
arroz (JUSTIN; ARMSTRONG, 1991).

Entretanto, em estudos mais recentes, Seago Junior et al. (2005)
descrevem o aerénquima em raizes de plantas que normalmente crescem em

ambiente imido como:
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(1) expansigeno — formado pela expansdo de espacos por meio de divisdo
e crescimento celular, sem mais separagcdo das células e colapso ou morte
celular; distinguindo-se nos padrdes ‘favo de mel’ e radial;

(i1) esquizogeno — formado por expansdo de espagos ao longo de setores
radiais entre células radialmente adjacentes ou por separacio de células ao longo
de suas paredes comuns de modo a gerar espagos intercelulares radialmente ou
obliquamente alinhados;

(iii) misto — formado pela combinagdo de espagos de origem
esquizdgena e expansigena;

(iv) esquizo-lisigeno — formado por separacdo das células ao longo de
paredes radiais, seguida pela morte de algumas células, principalmente de
células que produzem cristias;

(v) lisigeno — formado pelo colapso e morte celular, associado a
separacdo de células, normalmente precedente ao colapso; podendo distinguir-se
os padrdes radial, tangencial e em pacote.

A hipoxia é um dos principais fatores responsaveis pela inducdo de
aerénquima lisigeno. Nestas condic¢des, a difusdo de O, da atmosfera para o solo
¢ bloqueada, levando ao decréscimo desse gas no solo e na planta (BAILEY -
SERRES; VOESENEK, 2008). Essa deficiéncia de oxigénio desencadeia
respostas funcionais e morfologicas que promovem a aclimatagdo as condigdes
de hipoxia (JOSHI; KUMAR, 2012), como a formagdo de aerénquima, que
fornece uma série de espagos intercelulares interconectados que facilita a difusao
de gases entre as raizes alagadas e a atmosfera (ARMSTRONG, 1979;
GUNAWARDENA et al., 2001).

Aliado a formagdo de aerénquima, plantas tolerantes ao alagamento
desenvolvem barreiras a perda radial de oxigénio nas camadas externas da raiz,
como epiderme e exoderme (COLMER, 2003; COLMER; VOESENEK, 2009),
aprimorando o transporte de oxigénio até o apice da raiz (ARMSTRONG, 1979;
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COLMER, 2003; COLMER; VOESENEK, 2009) e prevenindo o efluxo de
etileno para o ambiente (ARMSTRONG et al., 2000; EVANS, 2003).

2.3.1 Aerénquima lisigeno induzido por hipoxia

A indugdo de aerénquima por hipoxia ¢, provavelmente, o processo de
formagdo de aerénquimas mais estudado, considerando a importancia desse
tecido para o crescimento e produtividade de plantas economicamente
importantes, como o milho, em regides sujeitas ao alagamento. De acordo com
varios estudos, o etileno estd envolvido na formagédo lisigena do aerénquima
(DREW; HE; MORGAN, 1989, 2000; HE et al., 1996; HE; MORGAN; DREW,
1996; JACKSON; ARMSTRONG, 1999; YAMAUCHTI et al., 2013).

Dessa forma, em solos alagados, a baixa concentracdo de oxigénio
estimula a producdo de etileno por meio do aumento da atividade das enzimas
ACC (4cido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano) sintase e oxidase envolvidas
na biossintese desse horménio vegetal (HE et al., 1996). Como resultado, a
producdo aumentada de etileno induz a morte celular no cortex radicular ¢ a
formagdo de aerénquima lisigeno (HE; MORGAN; DREW, 1996). Por essa via,
o etileno regula a producdo de espécies reativas de oxigénio (RAJHI et al., 2011;
YAMAUCHI; RAJHI; NAKAZONO, 2011), que desencadeia a morte celular
(YAMAUCHTI et al., 2013).

O mecanismo de detec¢do da baixa concentracdo de oxigénio que induz
o processo de formacdo de aerénquima ainda € pouco elucidado, no entanto, séo
considerados como mecanismos diretos e indiretos de detec¢do do status de O,
nas células (BAILEY-SERRES et al., 2012; DAT et al., 2004). Os mecanismos
indiretos incluem a percepgado de status alterados de energia conforme mudancas
nos niveis de ATP, ADP e/ou AMP, consumo de carboidratos, piruvato, pH

citosolico, concentragio de Ca™ citosdlico ou produgdo localizada de EROs e
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oxido nitrico (NO) (BAILEY-SERRES et al., 2012). Assim, em uma possivel
via, segundo He et al. (1996) e Subbaiah e Sachs (2003), o déficit de oxigénio
nas células da raiz estimula a liberagdo de Ca™ da mitocondria para o citosol e o
aumento da concentrag@o do célcio citosdlico que atuaria, provavelmente, como
mensageiro secundario induzindo a expressdo de genes relacionados as enzimas
responsaveis pela formagdo de aerénquima. Por outro lado, estudos mais
recentes descrevem um mecanismo molecular de deteccdo direta de O,,
envolvendo regulagdo da expressdo de genes responsivos a hipoxia pela
regulacdo pos - traducional dependente de O, de um fator de transcrigdo (TFs)
especifico, por uma via para degradacio de proteinas (BAILEY-SERRES et al.,
2012).

De um modo geral, Evans (2003) descreve os seguintes eventos de
formagdo de aerénquima em milho:

(1) Percepcdo da hipoxia; iniciagdo da biossintese de etileno.

(i1) Percepg¢ao do sinal do etileno pelas células do meio do cortex.

(ii1) Iniciagdo da morte celular; células comegcam a perder ions para o
ambiente ao redor; Invaginacdo da membrana plasmatica e aparecimento de
vesiculas nas células do cortex; primeiras mudangas na parede celular.

(iv) Condensag¢do da cromatina na periferia do nucleo; organelas
intactas.

(v) Aumento das enzimas hidroliticas da parede; organelas envolvidas
por membranas.

(vi) Lise celular.

(vii) Absorgdo do contetido celular e agua pelas células vizinhas.

(viii) Formacgédo de lacunas limitadas por linhas de células intactas.
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2.3.1.1 O Etileno

O etileno, um simples hidrocarboneto insaturado, ¢ um hormoénio
gasoso, importante modulador do crescimento e desenvolvimento vegetal. Atua
na germinagdo de sementes, diferencia¢do dos tecidos, formagao dos primdrdios
radicular e caulinar, iniciagdo floral, polinizacdo, sintese de antocianinas,
desenvolvimento dos tricomas radiculares, nodulagio da raiz, senescéncia floral,
abscisdo e maturag¢do de frutos (BLEECKER; KENDE, 2000; ECKER, 1995;
JOHNSON; ECKER, 1998), podendo sua produgdo ser regulada por sinais
internos durante o desenvolvimento e em resposta a fatores ambientais bidticos
ou abioticos (WANG; LI; ECKER, 2002). Em condi¢des de estresse o aumento
da sintese de etileno funciona como uma fase comum na cadeia de eventos que
leva a uma variedade de respostas (GRICHKO; GLICK, 2001). No caso do
alagamento, o etileno é considerado uma importante molécula sinalizadora,
participando da formacdo de aerénquimas por meio de morte celular
programada, iniciagdo de raizes adventicias, alongamento do caule e peciolo
(VOESENEK; SASIDHARAN, 2013).

Os mecanismos de sintese desse hormdnio foram intensamente
estudados. Observa-se que S-adenosilmetionina (SAM ou S-AdoMet) e ACC
sdo os precursores do etileno (YANG; HOFFMAN, 1984). De acordo com
Ravanel et al. (1998), S-AdoMet ¢ formado pela conversio do aminoécido
metionina sob a¢do da enzima SAM-sintetase (ou AdoMet sintetase). Em uma
etapa seguinte, S-AdoMet ¢ convertido em ACC pela agdo da enzima ACC
sintase (ACS). Além de ACC, essa reagdo forma 5'-metiltioadenosina (MTA)
que sera convertido a metionina por meio do Ciclo de Yang, permitindo uma via
continua de sintese de etileno sem uma fonte crescente de metionina ¢ a
recuperag¢do do enxofre. Por fim, o ACC ¢ oxidado pela enzima ACC oxidase

3 5 2+
(ACO) em uma reagdo que necessita de O,, Fe~ e ascorbato como cofatores,
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formando etileno, CO,, H,O e cianeto que ¢ convertido em B-cianoalanina pela
B-cianoalanina sintase (YANG; HOFFMAN, 1984). O ACC também pode ser
convertido em N-malonil ACC sob a ag¢do da enzima N-maloniltransferase
(NMT), que ¢ transferido aos vacuolos (GRIERSON, 1998; THEOLOGIS et al.,
1992).

As enzimas ACS e ACO sado codificadas por membros de familias
multigénicas, sendo diferentemente regulados por uma complexa rede de sinais
ambientais ¢ de desenvolvimento, respondendo a estimulos internos e externos
(VANDENBUSSCHE et al., 2012; WANG; LI; ECKER, 2002). Em milho (Zea
mays), a familia de genes ACS (ZmACS) é composta por trés membros
(ZmACS2, ZmACS6 e ZmACST7T), enquanto a familia de genes ACO (ZmACO) ¢
composta por quatro membros (ZmACO15, ZmACO20, ZmACO31 e ZmACO35
(GALLIE; YOUNG, 2004). Geisler-Lee, Caldwell e Gallie (2010) observaram
modificacdes na expressdo destes genes ao investigar como a maquinaria
biossintética do etileno é temporal e espacialmente regulada em raizes de milho
sob hipoxia. Estes autores verificaram a expressdo de todos os membros de
ZmACS nas raizes de milho, sendo o gene ZmACS6 expresso na coifa e na raiz e
os genes ZmACS2 e ZmACS7 no cortex interno da zona de alongamento da raiz.
Em condi¢des de hipoxia a expressdo dos genes ZmACS2 e ZmACS7 foi
induzida na regido cortical distal do apice da raiz, enquanto a expressdo de
ZmACS6 foi induzida préximo ao 4apice radicular. Em relacdo aos genes
ZmACO, a expressdo da subfamilia ZmACO15/31 foi restrita a coifa e aos
elementos crivados do protofloema, enquanto a expressdo da subfamilia
ZmACO20/35 foi confinada também a coifa e as células companheiras
associadas ao protofloema. A hipoxia induziu maior expressdo dos genes
ZmACO15 em comparagdo aos demais membros de ZmACO, sendo observada
nas células corticais, além dos tecidos expressos em condi¢des normais de

oxigénio. Dessa forma, observaram que a indugdo da maquinaria biossintética do
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etileno estd correlacionada na producdo de etileno em raizes de milho
submetidas a hipoxia (GEISLER-LEE; CALDWELL; GALLIE, 2010).

Apos sua sintese, o etileno é percebido e ocorre a transdu¢do do sinal
para respostas bioldgicas especificas. Essa percepgdo ¢ feita por uma familia de
cinco receptores de membrana homdlogos a dois componentes quinase histidina
bacterianos, envolvidos na deteccdo de mudancas ambientais (KENDRICK;
CHANG, 2008; WANG; LI; ECKER, 2002). O sistema consiste de duas
proteinas: uma histidina quinase como o sensor que autofosforila um residuo de
histidina interno em resposta as mudangas ambientais, ¢ um regulador
dowstream de resposta que ativa os componentes apds receber um fosfato do
residuo de histidina do sensor no seu residuo de aspartato (PIRRUNG, 1999;
WURGLER-MURPHY; SAITO, 1997). Em Arabidopsis estes receptores,
localizados nas membranas de Golgi e do reticulo endoplasmatico, sdo
reguladores negativos da via de sinalizacdo do etileno (DONG et al., 2010).
Quando o etileno é ligado, juntamente com cofator de cobre ao dominio
transmembrana N-terminal do receptor, este ¢ inativado permitindo a agdo do
etileno. Os receptores interagem com os reguladores negativos (CTR1) e
positivos (EIN2) da sinalizagdo do etileno. Assim, na auséncia de etileno, CTR1
estdo associados aos receptores, impedindo a transferéncia de sinal para EIN2;
apos a ligacdo do etileno ao receptor ocorrem mudangas na conformagdo de
CTRI1, permitindo a interagdo de EIN2 com o dominio quinase dos receptores. A
ativagdo de EIN2 induz o aciimulo de fatores de transcrigdo (FTs) EIN3 ¢ EIN3-
like (EIL), que induzem a transcri¢do de outros FTs, como os de resposta do
etileno (ERF), responsavel pela ativagio dos genes alvo do etileno
(STEPANOVA; ALONSO, 2009). Varios componentes dessa via sdo regulados
por ubiquitinagdo e degradagdo de proteinas (VANDENBUSSCHE et al., 2012;
VOESENEK; SASIDHARAN, 2013).
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2.3.1.2 As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo moléculas altamente reativas
produzidas pela redugdo incompleta de O, para H,O em diferentes
compartimentos celulares, tais como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
por meio de processos metabdlicos como fotossintese, respiragdo e
fotorrespiracdo (GILL; TUTEJA, 2010). Estas moléculas, que incluem o ion
superdxido (O,e—), peroxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (HOe) e
oxigénio singleto ('0,), também podem ser geradas por complexos enzimaticos,
como oxidases e peroxidases que produzem EROs em resposta a certos fatores
ambientais (MARINO et al., 2012). Segundo Steffens (2014), EROs podem ser
geradas no apoplasto por proteinas RBOH localizadas na membrana plasmatica.

Em condi¢des fisiologicas estaveis, as moléculas de EROs sdo
removidas por diferentes mecanismos de defesa antioxidante (FOYER;
NOCTOR, 2005). Contudo, a superprodu¢do destas moléculas em resposta a
fatores ambientais provoca um desbalango no estado redox celular, chamado
estresse oxidativo que provoca danos a proteinas, DNA e lipideos. Como
mecanismo de desintoxicagdo, um complexo sistema antioxidante enzimatico e
ndo enzimatico atua sobre as moléculas de EROs (APEL; HIRT, 2004;
MARINO et al., 2012; SUZUKI et al., 2011) minimizando seus efeitos nas
células. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem componentes de baixo peso
molecular, como o acido ascérbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol,
prolina, flavondides e os carotenoides (BARBOSA et al., 2014; STEFFENS;
STEFFEN-HEINS; SAUTER, 2013). Enquanto o sistema antioxidante
enzimatico ¢ formado pelas enzimas dismutase do superoxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT), glutationa redutase (GR),
peroxidase do guaicol (GPOX), peroxidase da glutationa (GPX),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR),
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glutationa-S- transferase (GST) e polifenoloxidase (PPO) (BARBOSA et al.,
2014; GILL; TUTEJA, 2010). A regulacdo da expressdo de genes codificantes
destas enzimas, cuja atividade evita ou reduz os danos potenciais causados pelas
EROs, faz parte da resposta ao estresse (CYRNE et al., 2003).

Entre as enzimas antioxidantes, a metaloenzima SOD € considerada a
primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos do aumento na geracdo de
EROs nas células, catalisando a dismuta¢do de dois radicais O,", gerando H,O, ¢
O, (GILL; TUTEJA, 2010). Essas enzimas participam da modulagio do nivel de
H,O, em  cloroplastos,  mitocondrias, citosol e  peroxissomos
(BHATTACHARIJEE, 2010; MITTLER, 2002), além de reduzirem o risco de
formagdo do HO' a partir do O, por meio da reagdo Habere-Weiss (GILL;
TUTEJA, 2010). De acordo com seus cofatores metalicos, sdo classificadas em:
Cu/ZnSOD (cobre e zinco), Mn-SOD (manganés) e Fe-SOD (ferro) (GILL;
TUJETA, 2010; MITTLER, 2002). Em geral, as plantas contém uma Mn-SOD
localizada na matriz mitocondrial ¢ uma Cu/Zn-SOD citosdlica, com Fe-SOD
e/ou Cu/ZnSOD, presentes no estroma do cloroplasto (BARBOSA et al., 2014).

Outra enzima importante na remog¢do de EROs, a APX ¢ uma heme-
proteina, da Classe 1 da superfamilia das peroxidases, com distintas formas
isoenzimaticas, diversamente reguladas (BARBOSA et al., 2014), localizadas
nos tilacoides (tAPX), membranas dos glioxissomos (gmAPX), solivel no
estroma dos cloroplastos (sAPX) e no citosol (cAPX) (GILL; TUTEJA, 2010).
A APX tem alta afinidade pelo H,O, ¢ esta envolvida na sua conversdo em agua,
utilizando 4cido ascérbico como redutor. Nos cloroplastos e mitocondrias, a
APX atua no ciclo ascorbato-glutationa, onde o H,O, formado pela agdo da SOD
¢ reduzido pelo ascorbato (MITTLER, 2002). Nos cloroplastos, a fotorredugao
do oxigénio a agua pode gerar O,” e H,0,, que séo eliminados pela agdo da SOD

e da APX, respectivamente (ASADA, 2006). Estudos demonstram que a
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expressdo destas enzimas tem sido aprimorada durante diferentes condi¢des de
estresse (GILL; TUTEJA, 2010).

Além de seu potencial toxico, as EROs tém sido consideradas moléculas
de sinalizacdo, envolvidas em diversos processos de desenvolvimento vegetal,
como a morte celular programada (APEL; HIRT, 2004; OVERMYER;
BROSCHE; KANGASJARVI, 2003). Nesse caso, a produgio de EROs pode ser
geneticamente programada, induzida durante o curso do desenvolvimento e por
fatores ambientais (FOYER; NOCTOR, 2005), sendo geradas por complexos
enzimaticos. Estes complexos incluem peroxidases classe III, oxalato oxidases,
amina oxidases, lipoxigenases, quinona redutases € NAPH oxidases de plantas
(NOx) (APEL; HIRT, 2004). NOx sdo conhecidos como explosdo respiratdria
oxidase homologa (RBOHs), homoélogos a subunidade catalitica (gp91phox) de
fagocitos de mamiferos (SAGI; FLUHR, 2006), atuando na sinalizagdo mediada
por EROs, como respostas de defesa, morte celular programada e
desenvolvimento vegetal (TORRES; DANGL, 2005). RBOHs sdo proteinas
integrais de membrana, compostas por seis dominios transmembranas com dois
grupos heme, dominios FAD C-terminal ¢ NADPH hidrofilico e dois dominios
de ligagdo de calcio N-terminal (SAGI; FLUHR, 2006). Em raizes de milho
crescidas em condigdes de alagamento os genes RBOHs, pertencentes a uma
pequena familia multigénica composta de cinco grupos de sequéncia ortéloga
(MARINO et al., 2011), sdo considerados fortemente up regulados nas células
do cortex e fracamente up regulados no estelo e camadas externas das raizes
(RAJHI et al., 2011). Em contraste, a expressdo do gene (MT) que codifica a
metalotioneina (MT2b), uma possivel removedora de EROs, é constitutivamente
expresso em todas as células do cortex, estelo e camadas externas das raizes de
milho em condi¢des aerobicas. Na presenca de etileno, estes genes sdo down
regulados, sendo mal expressos nas células do cdrtex, embora ainda fortemente

expressos nas células do estelo e nas camadas mais externas (RAJHI et al.,
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2011). Dessa forma, a regulagdo dos genes RBOHs e MTs no cértex das raizes,
provavelmente levam ao acimulo de EROs que ativa os subsequentes processos
envolvidos na formagdo lisigena de aerénquima nas raizes de milho
(YAMAUCHI et al., 2013).

O H,0,, resultado da reducdo univalente do oxigénio, desempenha um
duplo papel nas plantas: em baixas concentragdes atua como uma molécula
sinalizadora, relacionada a tolerancia ao estresse, e em altas concentragdes esta
envolvido na morte celular (QUAN et al., 2008). Seu papel como regulador
chave em processos fisiolégicos, como senescéncia, fotorrespiracdo e
fotossintese, movimento dos estdmatos, ciclo celular e crescimento e
desenvolvimento (PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012) j4 sdo conhecidos. No
entanto, tem sido proposto seu papel como mensageiro secundario de sinais
gerados pelas EROs, em razdo de sua relativamente longa vida e alta
permeabilidade por meio das membranas (QUAN et al., 2008). Alta producdo de
H,0, pode ocorrer no apoplasto, onde uma classe de oxidases de membrana
NADPH-dependentes (RBOH) sdo as principais fontes de sintese, além das
peroxidase da parede celular, oxidases de amina e de oxalato. Outras fontes de
sintese em diferentes compartimentos das células vegetais resultam do aumento
do metabolismo e da redugdo de radicais superdxido catalisada pela SOD
(PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). A percepcdo de altos niveis de H,O,
pelas células deve ocorrer diretamente por fatores de transcri¢cdo (FTs) redox
sensiveis que desencadeiam cascatas de reagdes (MILLER; SHULAEV;
MITTLER, 2008). Além disso, uma via alternativa pode ser pela oxidagdo de
metionina (Met) para o sulféxido de metionina (MetSo), que unem sinais
oxidativos para a mudangas no estado de fosforilagdo de proteinas (HARDIN et
al., 2009).

Viarios estudos demonstram que a hipoxia induz o aumento na produgio

de EROs, principalmente de H,O, (BLOCKHINA et al., 2001; STEFFENS;
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STEFFEN-HEINS; SAUTER, 2013; XU et al., 2013; YAMAUCHI et al., 2014;
YAMAUCHI; RAJHI; NAKAZONO, 2011; YANG, 2014), que atuam como
intermediarios na sinalizacdo das respostas a hipoxia controladas pelo etileno e,
possivelmente, também independente do etileno (STEFFENS; STEFFEN-
HEINS; SAUTER, 2013), como na morte celular. Com isso, Rajhi et al. (2011) e
Yamauchi et al. (2014) sugerem que a geragdo de EROs mediada por RBOH
contribui, pelo menos em parte, para a formacdo lisigena de aerénquima no

cortex de raizes de milho sob alagamento.

2.3.1.3 A Morte Celular Programada

A formagdo de aerénquima lisigeno no cortex de raizes de milho ¢
atribuida & morte celular programada (MCP) induzida pelo etileno, sendo
caracterizada pela perda da coloragéo nuclear com laranja de acridina e perda da
permeabilidade de membrana e da atividade da esterase, com diacetato de
fluoresceina (DREW; HE; MORGAN, 2000; GUNAWARDENA et al., 2001).
A MCP ¢ caracterizada como um processo altamente regulado de suicidio
celular essencial para o crescimento e sobrevivéncia em eucariotos (HATSUGAI
et al., 2006). Em plantas, a MCP ocorre em vdirios processos como
embriogénese, formacdo de  aerénquima, processos  reprodutivos,
desenvolvimento das sementes ¢ senescéncia das folhas (PENNELL; LAMB,
1997).

Segundo van Doorn (2011), existem duas classes de morte celular
programada em plantas, definidas pela ruptura do tonoplasto seguida da
eliminacg@o de todo o citoplasma e da maior parte da parede celular. Assim, MCP
pode ser autolitica, onde a ruptura do tonoplasto e eliminagdo do citoplasma
fazem parte do processo de morte da célula e ndo autolitica, onde estes processos

ocorrem apds a morte celular. Inumeras modificagdes morfoldgicas e
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bioquimicas que antecedem estes processos celulares incluem a condensacio da
cromatina ou do nucleo, o aumento de estruturas envolvidas na degradagao
inicial do citoplasma, como vesiculas e vactiolo (VAN DOORN, 2011),
apresentando ocorréncias variaveis entre os diferentes casos de MCP. De acordo
com van Doorn e Woltering (2005) e Kuroyanagi et al. (2005), uma protease
localizada no vacuolo (VPE) apresenta atividade como caspase-1 que regula a
morte celular. No caso de animais, a MCP esta organizada por caspases,
proteases de cisteinas que modificam e ativam varias proteinas atuantes na
manutencdo da integridade celular. Varios estudos demonstram que plantas
apresentam componentes com atividade semelhante a caspases (LAM; KATO;
LAWTON, 2001; WOLTERING; VAN DER BENT; HOEBERICHTS, 2002).
Em decorréncia da auséncia de fagocitos ¢ da presenca de uma parede celular
rigida, a VPE tem papel fundamental pela ativagdo das proteinas alvo que
provocam a desintegracdo das membranas vacuolares. Consequentemente, as
enzimas hidroliticas vacuolares saem do vactolo para o citosol e degradam os
componentes das células vegetais (HATSUGAI et al., 2006).

A MCP ¢ considerada uma estratégia adaptativa em resposta a estresses
abidticos e bidticos (SARKAR; GLADISH, 2012), como na formagao lisigena
de aerénquimas induzida por hipoxia. Estudos demonstram o envolvimento do
etileno nesse processo, agindo por meio de proteinas G heterotriméricas (VAN
HAUTEGEM et al., 2015). As proteinas G heterométricas, reconhecidas como
importantes transdutores de sinais em vias de sinalizagdo de hipoxia, tém
subunidades codificadas por um ou cinco genes (STEFFENS; SAUTER, 2010).
Alguns estudos demonstram que a proteina G atua downstream ao etileno e
H,0, como um regulador positivo da morte celular (SUHARSONO et al., 2002;
TSUKUDA et al., 2002), mas pouco é conhecido sobre as vias de sinalizacdo e
as respostas celulares e fisioldgicas resultantes (STEFFENS; SAUTER, 2010).

Uma hipoétese seria a ativagdo de uma fosfolipase C pela proteina G, liberando
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IP; (inositol 1,4,5 trifosfato) e diacilglicerol a partir do fosfotidilinusitol
bifosfato ligado & membrana plasmatica. O IP; se ligaria ao reticulo
endoplasmético ou tonoplasto abrindo canais de Ca™ e, assim, aumentando Ca™
citoslico. O Ca', envolvido na sinalizagio celular sob baixas condi¢des de
oxigénio, atua também na ativacdo de proteinas quinases que levam a
fosforilagdo de proteinas durante o processo de morte celular nas células
corticais de raizes de milho (DREW; HE; MORGAN, 2000).

Steffens, Steffen-Heins e Sauter (2013) afirmam que EROs também
podem desempenhar um papel na formagdo de aerénquima lisigeno, talvez
independentemente de etileno. Em milho, os genes RBOHs sdo up regulados nas
células corticais e reprimidos nas células externas de raizes submetidas a baixa
concentragdo de oxigénio, sugerindo que uma producdo local de EROs pode
promover a MCP de células individuais (YAMAUCHI et al., 2013). Nesse caso,
ocorre uma perturbagdo nuclear e colapso celular, formando os espacos
limitados por células vivas que mantém a integridade estrutural do tecido (VAN

HAUTEGEM et al., 2015).

2.3.1.4 A Degradacio da Parede Celular

As paredes celulares, as matrizes extracitoplasmaticas de células
vegetais, consistem de um arranjo ordenado de microfibrilas de celulose
embebidas numa matriz de polissacarideos (hemiceluloses e pectinas) e
proteinas estruturais (glicoproteinas) (COSGROVE, 2005; EMONS; MULDER,
2000; JARVIS, 2011), formando uma rigida estrutura envolvendo as células
(BABU; BAYER, 2014). Além destes compostos, a parede celular pode conter
lignina, agua e substincias incrustantes tais como cutina, suberina e certos
compostos inorganicos que variam entre espécies vegetais e tipos de células

(SHOWALTER, 1993). Um dos principais componentes da parede celular, a
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celulose, um B-1,4-glucano linear, € produzida na forma de microfibrilas longas
de celulose, resultantes da associacdo de moléculas individuais de celulose por
ligacdes de hidrogénio, em matrizes cristalinas ou semicristalinas fortes e
resistentes (COSGROVE, 2005; EMONS; MULDER, 2000; JARVIS, 2011).
Outro componente importante da parede celular, as pectinas s3o um dos
polissacarideos mais complexos, podendo formar géis hidratados (BABU;
BAYER, 2014). Consistem em uma estrutura de ligagdes axiais de unidades de
acido a-1, 4-D-galacturénico, contendo moléculas de L-ramnose, arabinose,
galactose e xilose como correntes laterais (ATMODJO; HAO; MOHNEN, 2013;
MOHNEN, 2008). Sao importantes determinantes da porosidade e espessura da
parede, além de estarem presente na lamela média (COSGROVE, 2005).
Durante a morte celular programada, a lise do citoplasma ¢
acompanhada pela degradagdo enzimdtica da parede celular. Mudancas na
esterificacdo de pectinas na parede de células corticais de raizes de milho sdo
observadas durante a morte celular (GUNAWARDENA et al.,, 2001). Em
seguida, a parede celular ¢ degradada pela acdo combinada de enzimas
pectinoliticas, xilanoliticas e celulosicas (EVANS, 2003). Dentre estas, a
celulase € a mais estudada, sendo classificada de acordo com seu local de
atuac@o no substrato celuldsico em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG),
que clivam ligagdes internas da fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que
atuam na regido externa da celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam
oligossacarideos soluveis em glicose (LYND et al.,, 2002). A celulase, que
catalisa a degradacdo da celulose da parede a residuos de monossacarideos
(glucose) (WANG et al., 2009), pode ser coordenadamente ativada ou liberada
de compartimentos intracelulares antes da autdlise. Segundo He et al. (1996), a
atividade maxima da celulase em raizes de milho coincide com a formac¢do de
aerénquima, sendo totalmente perdida apos a completa degradacdo da parede

celular.
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Além da celulase, pectinases desempenham papel fundamental na
degradagdo de parede, atuando no afrouxamento inicial que permitird o acesso
de enzimas degradativas ao conteudo da parede, durante a formagdo de
acrénquimas (BRAGINA; RODIONOVA; GRINIEVA, 2003). Dentre estas,
destaca-se a hidrolase poligalacturonase (PG), que hidrolisa ligagdes glicosidicas
o-1,4 entre dois residuos de acido galacturénico, podendo apresentar agdo endo-
(hidrélise randdémica) ou exo- (hidrdlise sequencial) do 4cido péctico
(KAYSHAP et al., 2001; MUTLU et al., 1999).

Assim, de um modo geral a degradacdo da parede celular, durante a
formagdo de aerénquima, tem inicio por meio da digestdo dos polissacarideos
pécticos pelas pectinases, como a PG que esta relacionada & permeabilidade da
parede celular (RADIONOVA et al., 2001); da hidrélise de hemiceluloses, como
arabinoglucuronoxilanos por endo-1,4-fB-xilanase; e da clivagem das ligagdes
glicosidicas B(1,4) de moléculas de celulose e hemicelulose pela celulase (HE et
al., 1996). Conforme Bragina, Rodionova e Grinieva (2003) e He et al. (1996),
existe relagdo entre produgdo de etileno e atividade destas enzimas em plantas de

milho sob alagamento.

2.4 Milho ‘Saracura’

O Brasil ¢ responsavel pela terceira maior produ¢do mundial de milho,
prevista em 75 milhdes de toneladas  pelo 9° levantamento da safra mundial
de milho 2014/15 do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).
Estima-se um total de 15 milhdes de hectares de area plantada na safra
2014/2015 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2015).

Apesar dessa grande area destinada ao plantio de milho, o pais possui,

aproximadamente, 28 milhdes de hectares de terras com potencial agricola
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suscetiveis ao alagamento (VITORINO et al., 2001). Com isso, no Brasil,
planicie de inunda¢do ou area umida (aluvial ou solos hidromorficos) com
alagamento temporario restringe a diversidade da agricultura apenas para o
cultivo do arroz (SILVA et al., 2007). Assim, o Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo (CNPMS/EMBRAPA) desenvolveu, por meio de sele¢do
fenotipica recorrente, uma cultivar de milho denominada Saracura-BRS 4154,
que ¢ capaz de sobreviver, produzir e tolerar inundac¢des periddicas no solo. O
nome ‘Saracura’ ¢ uma referéncia a um passaro normalmente encontrado em
regido pantanosa (FERREIRA; MAGALHAES; BOREM, 2008; PARENTONI
etal., 1997).

A cultivar possui ciclo precoce, altura das plantas de 2,35 m, altura de
inser¢do da espiga de 1,32 m, potencial produtivo de 5 a 6,5 t/ha, muito bom
empalhamento, sanidade das espigas, resisténcia ao acamamento e quebramento,
grios semiduros de cor laranja (EMBRAPA, 2015).

Estudos, que constataram aumento da porosidade radicular do primeiro
para o quarto ciclo (PARENTONI et al., 1995), foram complementados por
trabalhos que demonstraram varios mecanismos bioquimicos e morfologicos
relacionados a capacidade de suportar periodos intermitentes de inundacéo pelos
diferentes ciclos de selecdo, como a formacdo de aerénquima (DANTAS;
ARAGAO; ALVES, 2001; FRIES et al., 2007; PEREIRA et al., 2008, 2010;
SOUZA et al., 2009, 2011, 2012), envolvimento do calcio e atividades
enzimaticas (DANTAS; ARAGAO; ALVES, 2001; FERRER et al., 2004;
FRIES, 2006; MAGALHAES et al., 2007; PORTO et al., 2013), além de outros
mecanismos de tolerancia (FERREIRA; MAGALHAES; BOREM, 2008;
LOPES et al., 2005; MELO et al., 2007, SOUZA et al., 2010, 2012).

Atualmente, a cultivar encontra-se no 18° ciclo de sele¢do anual e, de

acordo com Pereira et al. (2008, 2010) e Souza et al. (2009, 2011), o aumento na
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propor¢do de aerénquima nas raizes de milho Saracura ¢ fundamental na
tolerancia ao alagamento dos sucessivos ciclos de selecéo.

Entretanto, ainda nfo foi estudado o papel do etileno e do peroxido de
hidrogénio na formagao deste tecido em milho ‘Saracura’ ao longo do tempo de
alagamento, considerando o efeito da sele¢do genética e o potencial de tolerancia

desta cultivar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal (sementes), disponibilizado pela Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas — MG, consistiu de ciclos de selecdo anual da variedade de
milho (Zea mays) Saracura — BRS 4154, com niveis crescentes de tolerancia ao
alagamento (C1, C5, Cl11 e C18) (ALVES et al, 2002; FERREIRA;
MAGALHAES; BOREM, 2008; PEREIRA et al., 2010) além da variedade

suscetivel ao alagamento BR 107 como controle.

3.2 Condigoes de crescimento

A germinagdo das sementes ocorreu em vasos de plastico de 4 litros,
contendo vermiculita expandida como substrato em condigdes de umidade,
temperatura ¢ luminosidade ambientes, em casa de vegetagdo no Departamento
de Ciéncias do Solo, na Universidade Federal de Lavras. A adubagdo foi
realizada com solugdo nutritiva de acordo com Malavolta (1980), no momento
do plantio e em duas aplicagdes posteriores, no periodo de duas semanas. A
irrigacdo foi realizada regularmente, mantendo a umidade ideal do substrato.

Foram semeadas seis sementes por vaso, com posterior desbaste para 4

plantas no inicio da exposi¢do aos tratamentos.
3.3 Imposicio dos tratamentos
Os experimentos de alagamento, realizados em casa de vegetagdo no

Departamento de Ciéncias do Solo, na Universidade Federal de Lavras, foram

iniciados no estadio V6 (caracterizado por seis folhas totalmente desenvolvidas,
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quando a regido de crescimento e o penddo estdo acima da superficie do solo e o
colmo esta iniciando um periodo de grande incremento da elongag@o). Os vasos
com as plantas foram alagados (ld&mina de dgua na altura da primeira folha)
durante 7 dias, mantendo condi¢des acima da capacidade de campo do substrato,
sendo realizadas coletas ao longo do tempo: 0 (sem alagamento), 1, 3, 5 ¢ 7 dias.
O periodo experimental foi estabelecido com base na literatura ¢ no tempo
necessario para inducéo das respostas das plantas a condi¢do do meio.

A montagem do experimento foi realizada em DIC, em esquema fatorial
5 (4 ciclos de selegdo + variedade sensivel) x 5 (tempo de alagamento), com um
vaso por parcela e trés repeticdes. Para a realizagdo das analises bioquimicas e
de expressdo gé€nica, houve modificacdes no delineamento, considerando apenas
os extremos de tolerancia em relagdo a formagdo de aerénquima (PEREIRA et
al., 2008, 2010; SOUZA et al., 2009, 2011), sendo em fatorial 3 (BR 107, Cl e
C18)x3(0,1e7dias)e2 (CleCl18)x3(0,1e 7 dias), respectivamente.

3.4 Analise da expressao das enzimas ACC sintase, ACC oxidase, dismutase

do superoxido e peroxidase do ascorbato por meio de técnicas de qRT-PCR

Para as andlises, raizes completas (contendo todas as regides) de milho
nas diferentes condigdes experimentais foram coletadas e armazenadas a -80°C.

A expressdo dos genes pela técnica de qRT-PCR, realizada no
Laboratorio de Analises de Sementes, do Departamento de Agricultura, foi
dividida em: Extracdo e Purificagdo do RNA, Transcrigo reversa para sintese de

cDNA, Sele¢do dos primers, PCR em tempo real ¢ Analise dos resultados.
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Extragdo e purificagdo do RNA

Para a extragdo do RNA, o material vegetal foi macerado em nitrogénio
liquido, com adigio do reagente Pure Link RNA Plant”™ (invitrogen), de acordo
com as especificagdes do fabricante.

Foram utilizadas eletroforese em gel de agarose 1,5% (corados com Gel
red) e espectrofotometro (NanoVue) para avaliar a integridade e pureza do RNA.

Apds a extracdo dos acidos nucleicos, as amostras foram tratadas com
DNAse Free para evitar a contaminacdo com DNA, utilizando o Kit DNAse
Free® AMBIOM segundo as recomendagdes do fabricante.

A eficiéncia do tratamento com DNAse foi comprovada por uma reacio
de PCR convencional, tendo como controle positivo todas as amostras do milho

e utilizando o primer correspondente ao gene Ubiquitina.

Transcrigdo reversa para a sintese do cDNA

Para essa andlise foram utilizados os mRNAs como molde para a sintese
de cDNA. Para isso foi utilizado o Kit High Capacity cDNA Reverse

Transcription cDNA" da Applied Biosystems, conforme protocolo do fabricante.

Selecdo dos primers

Os genes foram selecionados, com base em revisdo de literatura,
considerando as duas enzimas da rota biossintética do etileno, ACC sintase
(ACS) e ACC oxidase (ACO), ja conhecidos por sua expressdo regulada em
raizes de milho (Zea mays L.) sob condi¢cdes de hipoxia e duas enzimas do

sistema antioxidante, dismutase do superdxido (SOD) e peroxidase do ascorbato
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(APX), importantes no mecanismo de remog¢éo do excesso de EROs geradas sob
hipoxia.

As sequéncias dos primers que foram utilizados nas andlises sdo
representados na Tabela 1. Além disso, foi utilizado como controle endégeno o

gene da Ubiquitina.

Andlise dos resultados

As amostras de menor expressdo, para cada gene, foram utilizadas como
amostras calibradoras e o método utilizado para medir a expressdo relativa foi o
Método da Curva Padrio Relativo descrito no manual do aparelho (Applied
Biosystems). Para a quantificacdo da expressdo gé€nica pela técnica de PCR em
tempo real, os valores obtidos correspondentes aos niveis de mRNA’s das
amostras foram comparados relativamente aos valores dos niveis de mRNA’s de
controle. Apos a obtencdo dos dados brutos, estes foram analisados por meio do
programa 7500 Software SDS (Versdo 2.0.1). Para calcular o nivel de expressdo
dos genes de interesse foram considerados: Ct (aumento exponencial do produto
de PCR) do gene alvo e controle endégeno, ACt = Ct (amostra) — Ct (controle
endogeno) e o AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). Em seguida o nivel de

expressio foi calculado pela formula: RQ = 274",
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Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados na andlise de qRT-PCR em
raizes de milho Saracura submetido ao alagamento

Gene Identificacio Sequéncia 5’---------—- 3’
ZmACS2 ACC sintase F ATCGCGTACAGCCTCTCCAAGGA

R  GATAGTCTTTTGTCAACCATCCCATAGA
ZmACS6 ACC sintase F  AGCTGTGGAAGAAGGTGGTCTTCGAGGT

R AGTACGTGACCGTGGTTTCTATGA
ZmACS7 ACC sintase F ATCGCGTACAGCCTCTCCAAGGA

R CAACGTCTCTGTCACTCTGTGTAATGT
ZmACO15 ACC oxidase F CTCGTCTTCGATCAATTCCCAAGT

R TACATTATCATTATTTCTCCGGCTGT
ZmACO20 ACC oxidase F CTCATCCTGCTGCTCCAGGACGAC

R TCCACGATACACGCATAACCACCGT
ZmACO31 ACC oxidase F CTCGTCTTCGATCAATTCCCAAGT

R ATAGCAAAGAGGGCAACTAGCTAGT
ZmACO35 ACC oxidase F CTCATCCTGCTGCTCCAGGACGAC

R ACACACATAACTGTGCCACTATAAGCA
Ubiquitina Controle endégeno ~ F GTC AGT AAG TCATGG GTC GT
(UBI) *

R ACATAATGA GCACAGGCTTT
SOD4* Dismutase do F TGGAGCACCAGAAGATGA

superoxido

R CTCGTGTCC ACCCTTTCC

cAPX* Peroxidase do R TGAGCGACCAGGACATTG
ascorbato
F  GAGGGCTTTGTCA CTTGGT

(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse
*Primers que amplificaram para as raizes de milho Saracura nas condi¢des estudadas.
PCR em tempo real
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3.5 Atividade enzimatica da ACC oxidase (ACO) (EC 1.14.17.4)

A atividade enzimatica da ACO foi determinada por meio da produgio
de etileno obtida apds 1 hora de incubagido de uma solucdo contendo o extrato
das raizes e ACC.

O processo de extragdo foi modificado conforme Britsch e Grisebach
(1986), onde 0,5 g de material vegetal fresco (raizes completas) foi macerado
com nitrogénio liquido e solucdo tampdo de extracdo contendo Tris 0,1 M (pH
7,2), glicerol 10% (v/v), ascorbato de sédio 30 mM e PVPP 5% (m/v). Em
seguida realizou-se a centrifugacdo a 28000 g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado para o ensaio enzimatico.

A atividade da enzima ACO foi determinada de acordo com Fernandez-
Maculet e Yang (1992) com modificagdes, onde se adicionaram 1,7 mL da
solugéo tampao de extragdo (sem PVPP), FeSO, 50uM, ACC 1 mM 0,2 mL do
extrato. Em seguida, procedeu-se a incubagdo em banho-maria a 30°C por 1 hora
em tubos vedados. Amostras de 10 mL da atmosfera interna de cada tubo foram
coletadas com auxilio de uma seringa e transferidas para tubos de vacuo timer.
Posteriormente, a producéo de etileno foi determinada no Laboratério de Pos-
Colheita de Frutas e Hortaligas, do Departamento de Ciéncias dos Alimentos em
cromatdgrafo gasoso CG 2010, equipado com detector de ionizagdo de chamas e
coluna Carboxen (50946-03A) (30m x 0,53 m x lum). A temperatura do injetor
e da coluna foi de 150°C, enquanto a do detector foi de 245°C, com a rampa de
aquecimento a 120°C por 1min e de 25°C a 230°C por 5 min, sendo o tempo
total da corrida de 10,40 min. As éreas de pico foram transformadas em pL L™
mediante fator de corre¢do obtido pela injecdo de um gas padrio com
concentragdo de etileno conhecida. A producdo de etileno foi expressa em pL

C2H4 h_] kg_] .
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3.6 Determinacio da producio de etileno

A determinag@o do etileno produzido pelas raizes foi realizada de acordo
com Geisler-Lee, Caldwell e Gallie (2010) com modificagdes.

Raizes completas destacadas foram pesadas em balanga analitica e
colocadas em frascos de vidro com cerca de 0,5 mL de agua deionizada para
manter a hidratacdo do material. Os frascos foram vedados e incubados durante
2 horas.

Com auxilio de uma seringa de 10 mL, coletou-se uma amostra da
atmosfera interna de cada frasco, que foi transferida para tubos de vacuo timer
de 10 mL. Em seguida, a concentragdo de etileno produzida pelas raizes foi
determinada usando um sistema de cromatografia gasosa conforme descrito
anteriormente. No célculo da produgdo de etileno das amostras de raizes, levou-
se em consideracdo a massa fresca das raizes e o tempo de acumulo de etileno.

Os resultados foram expressos em pL C,H, h' kg™

3.7 Determinacio do contetido de peréxido de hidrogénio (H,0,)

O contetdo de peréxido de hidrogénio foi determinado, conforme
Velikova, Yordanov e Edreva (2000), no Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia
Molecular de Plantas.

Para a extracdo, 200mg de tecido vegetal fresco (raizes completas)
foram macerados em nitrogénio liquido, homogeneizados em 1,5 mL de acido
tricloroaceico (TCA) 0,1% e centrifugados a 12000 g por 15 minutos, a 4°C.

Em seguida adicionou-se a 45uL de extrato um meio de reacdo contendo
45l de tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7 e 90puL de iodeto de potassio 1

M. A determinagéo do contetido de perdxido ocorreu pela leitura da absorbancia
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em 390nm e elaboragdo de curva padrido de calibracdo de H,O, construida a

partir de uma solugio de H,O, 250 pM, com R?= 0,9932.

3.8 Atividade enzimatica da celulase (EC 3.2.1.4)

A determinagdo da atividade enzimatica da celulase foi realizada,
segundo Walker et al. (2006) com modificagdes, no Laboratdrio de Bioquimica
e Fisiologia Molecular de Plantas, do Departamento de Biologia.

Dessa forma, 0,3 g de material vegetal fresco (raizes completas) foram
macerados em nitrogé€nio liquido e adicionado a 1,5 mL de NaCl 1 M para
obtencdo do extrato, que foi centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado para a atividade enzimatica.

Em seguida, adicionaram-se 400uL de carboximetil-celulose 1% (m/v) a
400puL de extrato enzimatico, que foi incubado em banho-maria a 30°C por 1
hora. As amostras foram, entdo, desproteinizadas pela adicdo de 120uL de
hidréxido de bario 0,3 N, 120uL de sulfato de zinco 5% e 800uL agua destilada,
com centrifugacio a 8000g para separagdo do desproteinizado.

A determinagdo da atividade da celulase foi realizada por meio do
método de DNS (4cido dinitrosalicilico) (MILLER, 1958), pela adi¢do de 400pL
de DNS a diferentes aliquotas das amostras desproteinizadas, com ebuligio por
10 minutos e leitura da absorbancia a 540nm. Uma unidade de celulase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para quebrar 1umol de

acucares redutores por hora.

3.9 Atividade enzimatica da poligalacturonase (PG) (EC 3.2.1.15)

A extragdo da poligacturonase foi realizada no Laboratério de

Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas, de acordo com Buescher e
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Furmanski (1978) com modificagcdes de Vilas-Boas (1995). O doseamento foi
realizado conforme Marcovic et al. (1975), com modificacdes de Vilas-Boas
(1995).

Para obtengdo do extrato, 1,5 g de tecido vegetal fresco (raizes
completas) congelado a -80°C foi macerado com nitrogénio liquido e lavado pela
adi¢do de 25 mL de etanol 95% gelado. Posteriormente, adicionaram-se 6 mL de
NaCl 1 M a 4°C e ajustou-se o pH das amostras para 6, com adi¢do de NaOH 1
N. As amostras foram incubadas a 4°C por 1 hora.

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada pela adi¢do de 1
mL de pectina citrica a 2 mL de extrato enzimatico, sendo deixados em
incubacdo em banho-maria a 30°C por 3 horas. Em seguida, a reagdo foi
paralisada pela fervura das amostras durante 5 minutos.

A seguir, realizou-se a desproteinizag@o das amostras pela adi¢do de 1,2
mL de hidréxido de bario 0,3 N, 1,2 mL de sulfato de zinco 5% e 8 mL de agua
destilada. Apos agitagdo e filtracdo das amostras, aliquotas do desproteinizado
foram utilizadas para determinagdo da atividade enzimatica pelo método de
Smoghi-Nelson (NELSON, 1944) ¢ leitura da absorbancia a 510nm. A atividade
foi expressa em nmol de 4cido galacturénico min™ g de matéria fresca.

Para cada amostra preparou-se um branco que consistiu de 2 mL de
extrato enzimatico, sem adicdo de pectina citrica. Apos fervura por 5 minutos,
procedeu-se a desproteinizacdo pela adi¢ao de 1,2 mL de hidroxido de bario 0,3
N, 1,2 mL de sulfato de zinco 5% e 9 mL de agua destilada. Realizou-se a
agitacdo, filtragdo e determinacdo por Smoghi-Nelson (NELSON, 1944). A
leitura da absorbancia do branco foi utilizada para o calculo da atividade

enzimatica.
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3.10 Analises anatomicas da raiz

Raizes completas foram coletadas e fixadas em solugdo de FAA
(formaldeido, acido acético e etanol 70%) por 72 horas e, entdo, preservadas em
etanol 70%. Para as analises, o material foi submetido a uma série etanolica
crescente para desidratagdo (70, 80, 90 e 100%), a temperatura ambiente de
acordo com Johansen (1940), com modificagdes. Em seguida o material foi
imerso em solucdo de pré-infiltragdo, composta por etanol 100% e resina base
(1:1), segundo as instrugdes do fabricante (kit Historesina Leica) por 24 horas.
Apds esse periodo, prosseguiu-se a infiltragdo em resina base por mais 24 horas
a 4°C. Para a polimerizacdo foi utilizado o kit Historesina
(hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). As secgdes transversais (fragmentos
de lcm removidos a partir de 10cm do 4pice) e secgdes longitudinais do apice
radicular (fragmentos de lcm) foram realizadas em microtomo rotativo
semiautomatico, em espessura de 8 pum, sendo em seguida corados em solugio
de Azul de Toluidina 1%, pH 6,7 (FEDER; O'BRIEN, 1968).

As laminas foram fotografadas com camera Zeiss AxioCam Erc 5s
acoplada ao microscopio modelo Zeiss Axio Lab.Al e as analises de
micromorfometria realizadas em um software de analise de imagens Image Tool
versdo 3.0 (UTHSCSA..., 2002). Foi confeccionada uma ldmina por repeti¢do,
onde seis campos de observacdo foram analisados e fotografados. Para as
analises de micromorfometria foram avaliadas as seguintes caracteristicas
anatdmicas: propor¢do de aerénquima no cortex, area do cortex radicular,
espessura da epiderme, espessura da exoderme e espessura da endoderme.
Foram realizadas quatro medi¢des de cada caracteristica anatdmica, em cada
fotomicrografia, para a determinagdo das médias dos tratamentos. A propor¢ao
da area ocupada pelo aerénquima no cdrtex foi calculada com base na divisdo da

area total de aerénquima formado pela drea total do cortex.
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Considerando a propor¢do de aerénquima, estimou-se a Taxa de
formagdo de aerénquima (TFA) ao longo do tempo, tendo como base a féormula
matematica da Taxa de Crescimento Absoluto (TCA), de acordo com Poorter
(1989) e Benincasa (2003), como segue:

TFA=PA,-PA/t,—t;

Onde: PA= propor¢do de aerénquima; t= tempo em dias; 1 e 2=

amostras sucessivas.

3.11 Analises estatisticas

Foram calculados a média e o desvio padrio para todas as variaveis
analisadas. A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste de Shapiro Wilk e
a transformac@o In(x) foi aplicada aos dados sem distribui¢@o normal.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias testadas
pelo Teste de Scott-Knott para P < 0,05 com auxilio do soffware estatistico

Sisvar (FERREIRA, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O papel do etileno na formagdo de aerénquima nas raizes de diferentes
ciclos de milho ‘Saracura’ sob alagamento foi avaliado por meio das analises de
expressao dos genes das enzimas ACC sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO), de
atividade da ACC oxidase (ACO) e de produgio de etileno.

As analises de expressdo génica demonstraram que, nas condi¢des
experimentais avaliadas e com as concentragdes das amostras e primers
utilizadas, os genes selecionados ndo foram expressos nas raizes de milho
‘Saracura’, embora a extragio com Pure Link RNA Plant” tenha gerado RNAs
totais de qualidade, integros e livres de impurezas e a amplificagdo utilizando os
primers do gene constitutivo tenha demonstrado alta viabilidade dos cDNAs
construidos. Considerando que a codificacdo dos genes das enzimas ACS e ACO
pode ser diferencialmente regulada por uma complexa rede de sinais ambientais
e de desenvolvimento (VANDENBUSSCHE et al., 2012; WANG; LI; ECKER,
2002), infere-se que nas condigdes analisadas a expressdo das sequéncias
selecionadas ndo foi estimulada. Nesse contexto, fatores epigenéticos podem
influenciar os niveis de expressdo, podendo levar a inativagdo do gene por
inibi¢do da transcri¢do ou do acumulo do RNAm. Esse fenomeno, denominado
silenciamento de genes, pode ser influenciado pelo local de insercdo do
transgene e esta associado a metilagcdo do DNA receptor, variagdes de histonas e
modificagdes pds - traducionais de histonas (CHINNUSAMY; ZHU, 2009;
VAUCHERET et al., 1998). No entanto, outros estudos ainda precisam ser
realizados.

Ao contrario deste estudo, Geisler-Lee, Caldwell e Gallie (2010)
observaram modificagdes na expressdo destes genes sob hipoxia em raizes de

milho da linhagem B73 (sensivel ao estresse hidrico) desenvolvida pela
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Universidade do Estado de Iowa, EUA. No caso, os autores constataram a
indug@o da expressdo destes genes nas raizes expostas a 4% de oxigénio.

Em relagdo a atividade da ACO (Figura 1), houve interagdo entre os
fatores tempo de alagamento e ciclo de selegdo. Verificou-se variagdo na
atividade enzimatica, com aumento ao final do periodo de avaliac@o, exceto em
BR 107. De modo semelhante, He, Drew e Morgan (1994) ¢ He et al. (1996)
relataram o aumento na atividade de ACO em raizes de milho cv TX 5855
submetidas a hipoxia, o que resultou na maior produgao de etileno e formagéo de

aerénquima lisigeno.
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Figura 1 Atividade enzimdtica da ACC oxidase em raizes de milho

‘Saracura’ ciclos de selecdo C1 e C18 e variedade sensivel BR
107 submetidos ao alagamento, determinada pela producdo de
etileno apds 1h de incubago. As barras indicam o erro padréo.
As letras maitisculas comparam as médias dos ciclos de selecio
dentro de cada tempo, enquanto as letras minusculas comparam
o tempo de alagamento em cada ciclo de sele¢do com base no
Teste Scott-Knott (p < 0,05)
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Assim, embora a expressdo dos genes da enzima ACO nido tenha sido
detectada, sua atividade foi afetada pelo alagamento. Muitas vezes os resultados
obtidos em andlises de transcriptomica ndo coincidem com os de andlise
protedmica, em funcdo das varias alteragcdes que podem ocorrer no mRNA até
que codifique para uma proteina, como as resultantes da regulacdo epigenética.
Com isso, pode-se detectar a presenga do mRNA, mas ndo da proteina. Por se
tratar de um elemento altamente dindmico, que varia de acordo com o estado
celular ¢ em resposta as condigdes externas ao organismo, o conjunto de
proteinas sintetizadas ndo retrata somente as respostas moleculares em
determinado momento bioldgico, mas também mostra variagdes em seu proprio
conjunto de proteinas pela presenca de isoformas ou de modificagdes pds-
traducionais das proteinas (HOOG; MANN, 2004). Por outro lado, o oposto
também pode ocorrer, pois uma mesma proteina pode ser codificada por
diferentes sequéncias de nucleotideos. De acordo com D’Onofrio e Abel (2014),
duas linhas independentes coexistem na mesma sequéncia de nucleotideos, em
virtude da redundancia do codigo genético. Assim, para estes autores, ter
multiplos codigos de cddons prescrevendo o mesmo aminoacido permite que
qualquer dessas prescri¢des redundantes tenha uma codificacdo alternativa, que
pode produzir fungdes diferentes. Neste estudo, analisou-se apenas uma
sequéncia de nucleotideos para cada mRNA, o que talvez contribua para os
resultados observados, uma vez que outras sequéncias podem estar envolvidas
na codificag¢do da ACO.

Os resultados de produgdo de etileno pelas raizes demonstraram
interacdo entre as variaveis tempo e ciclo de selecdo. Observou-se uma variagao
na producio de etileno (Figura 2) ao longo do tempo, com exce¢do da variedade
BR 107, que se manteve reduzida em comparago aos ciclos de selecdo. Picos de
producdo de etileno tiveram inicio apds um dia de alagamento em C18 (15 vezes

maior que a producdo de BR 107), no 3° dia em C1 (seis vezes maior que a
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producdo de BR 107) e C5 (oito vezes maior que a produgdo de BR 107) e no 5°
dia em C11 (700 vezes maior que a producdo de BR 107). Observou-se ainda
que, embora, C18 nfo tenha apresentado a maior produgio de etileno, esta foi

estimulada mais rapidamente, o que talvez represente uma estratégia de

tolerancia.
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Figura 2 Producdo de etileno em raizes de ciclos de selecio de milho

‘Saracura’ submetidos ao alagamento por 7 dias. Utilizou-se o
modelo Multiple spline curve lines & scatter para representar os
dados

Ao observar os resultados de atividade de ACO e produgdo de etileno
em BR 107, C1 e C18 com 0, 1 e 7 dias de alagamento, nota-se certa
correspondéncia entre a producéo de etileno e a atividade enzimatica de ACO.
Em BR 107, a atividade de ACO foi reduzida, assim como a produg@o de etileno

ao longo do tempo. Em C1, houve aumento da atividade enzimatica com base
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em um dia de alagamento, sendo acompanhada pelo aumento na producdo de
etileno apos o 3° dia de avaliagdo. Por outro lado, em C18, enquanto a atividade
enzimatica apresentou redu¢do no 1° dia e aumento no 7° dia de alagamento, a
produgdo de etileno aumentou desde o inicio do alagamento e reduziu
drasticamente ao fim do periodo avaliado. Nesse caso, pode-se inferir que a
producdo de etileno inicial foi resultado de uma provavel maior atividade da
enzima nos momentos iniciais do alagamento. Segundo English et al. (1995),
solos alagados aumentam a atividade de ACO em Lycopersicon esculentum
dentro de 6 a 12 horas em associa¢do com rapidas taxas de producéo de etileno.
Do mesmo modo, He et al. (1996) verificaram aumento na atividade de ACO e
na producdo de etileno em raizes de milho em até 4 horas apds exposicdo a 4%
de oxigénio. No entanto, no presente estudo ndo foi avaliada a atividade
enzimatica nesses momentos iniciais. Em relag¢@o a queda na producio de etileno
em C18, ¢ possivel que a concentracdo de ACC como subtrato possa ter sido um
fator limitante, uma vez que atividade de ACO foi alta. Nesse sentido,
Vandenbussche et al. (2012) afirmaram que a atividade da ACC pode ser
indicativa da produgdo de etileno, porém esta dependera também, obviamente,
da presenca de ACC. Além disso, He, Morgan e Drew (1992) afirmaram que,
apesar da queda na taxa de produgdo de etileno, as células da raiz de milho
tornaram-se mais sensiveis ao hormonio, permitindo a continuidade na formacéo
de aerénquima em condi¢des de deficiéncia nutricional. Deve-se considerar,
também, que a produgdo de etileno, mediada pelo nivel de expressdo dos genes
de biossintese, depende do tipo de célula e do estddio de desenvolvimento
(DUGARDEYN; VAN DER STRAETEN, 2008; VANDENBUSSCHE et al.,
2012).

Vandenbussche et al. (2012) destacaram, ainda, a existéncia de
limitagdes nos métodos de mensuracdo de etileno nos tecidos vegetais por nio

permitirem determinar com clareza a producdo de etileno em nivel de tipo de
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célula em um o6rgdo ou tecido, uma vez que ndo consideram as caracteristicas de
transporte de ACC e etileno entre as células e a difusdo do horménio para o
ambiente.

De acordo com varios estudos, o etileno esta envolvido na formagio
lisigena de aerénquima em milho em condi¢des de hipoxia (DREW; HE;
MORGAN, 1989, 2000; GEISLER-LEE; CALDWELL; GALLIE, 2010; HE et
al., 1996; HE; MORGAN; DREW, 1996; JACKSON; ARMSTRONG, 1999;
YAMAUCHI et al., 2013), pela morte celular programada e autdlise da parede
celular (EVANS, 2003). Nesse sentido, Geisler-Lee, Caldwell e Gallie (2010)
constataram aumento na produc@o de etileno em raizes de milho da linhagem
B73 submetidas a 4% de oxigénio por até 12 horas da imposi¢do dos
tratamentos; a partir de 24 horas observou-se redugdo nessa producgdo. No
entanto, segundo os autores, a formagdo continuada de aerénquima por pelo
menos quatro dias sugere que a sintese de etileno estava em curso durante este
periodo. De forma semelhante, uma reducdo na produgéo de etileno nas raizes de
milho ‘Saracura’ a partir do 5° dia de alagamento foi observada neste estudo.

Por outro lado, Shabala (2010) refere-se a um processo de formagdo de
aerénquima independente de etileno, baseado no papel da homeostase idnica,
onde se propds um modelo de sinalizagdo ligado ao decréscimo de K citosélico
e a morte celular programada (MCP) em condi¢des de estresse por salinidade
(SHABALA, 2009; SHABALA et al., 2007). Por esse modelo o Na’ entra na
célula por canais NSCC (canais de cations ndo seletivos), causando
despolarizagdo da membrana e resultando em um vazamento de K a partir da
célula, por meio de canais KOR (canais de retificacio externa de K" ativados por
despolarizacdo) sensiveis & TEA (cloreto de tetraetilamdnio). Ao mesmo tempo,
a elevagio do Ca™ citosolico induzido por salinidade causard aumento nos
niveis de EROs resultantes da ativagdo de NADPH oxidases via mecanismo de

. . . , .. + . .
feedback positivo; isso causara um efluxo adicional de K" via canais NSCC que
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resultard em um decréscimo de K" citosdlico, podendo ativar proteases tipo
caspases que levardo a MCP.

Além disso, alguns trabalhos identificaram varios genes cuja expressdo
esta associada a formagao de aerénquima em raizes de milho. Rajhi et al. (2011)
observaram 575 genes nas células corticais por andlise de microarray, que
foram up ou down regulados sob condi¢des de alagamento e induzidos ou
reprimidos por um pré-tratamento com 1-metilciclopropeno (1-MCP), um
inibidor de percepg¢do de etileno gasoso. Segundo estes autores, os genes
diferencialmente expressos incluem os relacionados a geracio ou eliminagéo das
espécies reativas de oxigénio (EROs), sinalizagio de Ca™, afrouxamento e
degradagcdo da parede celular. Além destes genes, Thirunavukkarasu et al.
(2013) verificaram que genes envolvidos na sintese de auxina e ativagdo de
proteinas G foram up regulados em gendtipos de milho tolerantes ao alagamento
(linhagem HKI 1105), assim como os genes relacionados ao metabolismo de
carboidratos, a peroxidase e via de fermentacdo foram coexpressos nestes
gendtipos.

Mecanismos de formacdo de aerénquima independentes do etileno foram
descritos em casos de deficiéncia nutricional em raizes de milho (DREW; HE;
MORGAN, 1989; HE; MORGAN; DREW, 1992), enquanto o papel de EROs
na formagdo de aerénquima tem sido sugerido por varios estudos (BOURANIS
et al., 2003; PARLANTI et al., 2011). Em milho ‘Saracura’ sugere-se que o
papel das EROs seja importante na formagdo de aerénquima, uma vez que estas
moléculas ja seriam produzidas pelas plantas em resposta a hipoxia,
possibilitando uma alternativa viavel ao aumento da produgio de etileno, como
uma estratégia de maior tolerancia ao alagamento.

A relagdo das EROs na formacao de aerénquima nas raizes de diferentes
ciclos de milho ‘Saracura’ sob alagamento, foi avaliada de modo indireto pela

expressdo génica das enzimas antioxidadantes dismutase do superoxido (SOD) e
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peroxidase do ascorbato (APX) e pela determinacdo do conteudo de perdxido de
hidrogénio (H,0,).

Observou-se variagdo da expressdo dos genes entre os ciclos de selegdo
ao longo do tempo de alagamento (Figura 3). Considerando o ciclo de selegdo, a
expressdao da SOD foi maior em C1, enquanto da APX foi maior em C18. Ao
considerar o tempo de alagamento, observou-se aumento da expressao em SOD
e APX apods um dia, com posterior reducdo em 7 dias de hipoxia.

Verifica-se que SOD e APX sdo componentes enzimaticos do sistema
antioxidante, que protegem as plantas contra os danos do estresse oxidativo
causado pela superprodugdo de EROs em condic¢des de estresse abiotico (GILL;
TUTEJA, 2010). A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra niveis
elevados de EROs, removendo ion superdoxido (O,) por catalizar sua
dismutagdo em H,0, e O, (GILL; TUTEJA, 2010). Considerando o estresse
provocado pelo alagamento e a menor tolerdncia de C1, pode-se inferir que
nestas plantas a maior expressdo de SOD representou uma resposta de defesa
contra os danos provocados pelo O,”. Campos (2010) observou baixa expressédo
de SOD em plantulas de milho ‘Saracura’ dos ciclos 1 e 18 ao longo de 24 horas
de alagamento. Isso demonstra que a SOD pode apresentar variagdes em sua
expressao, sintetizando diferentes nlimeros de isoformas de acordo com o tecido,
espécie e tipo de estresse (GOMES-JUNIOR et al., 2006; ZANANDREA,
2010).
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A enzima APX desempenha um dos papéis mais importantes na
eliminacdo de EROs ¢ protecdo das células vegetais, atuando sobre o H,0,,
formando agua (GILL; TUTEJA, 2010). A sua maior expressdo em C18 pode
ser um indicio de aumento da produ¢do de H,O,, que, talvez esteja envolvido
nos processos de sinalizagdo para formagdo de aerénquima pela morte celular
programada nestas plantas. Por outro lado, a redugo de sua atividade aos 7 dias
de alagamento, provavelmente, deve-se a menor produ¢do de H,O,, como
resultado da reduc¢do no numero de células do cértex radicular pela formacdo do
aerénquima. Estudos relatam que condi¢des de hipoxia estimulam a producio de
H,0, (BLOKHINA; CHIRKOVA; FAGERSTEDT, 2001). De acordo com
Blokhina, Virolainen e Fagerstedt (2003), o acetaldeido normalmente acumulado
sob essas condi¢des pode funcionar como doador de elétrons e ativar o O, que,
ao sofrer dismutagao pela acdo da SOD, forma H,0,, cujo contetido nas células ¢
regulado pela acdo da catalase (CAT) e por diversas peroxidases, entre elas a
APX. Além disso, estas moléculas podem ser geradas por complexos
enzimaticos (APEL; HIRT, 2004).

Como ja relatado, outros genes, como os relacionados a geragdo ou
eliminacéo das EROs, estdo envolvidos na formag@o de aerénquima lisigeno em
raizes de milho (RAJHI et al., 2011). Segundo Moller, Jensen e Hansson (2007),
as modificagdes provocadas pelas EROs podem causar danos permanentes que
resultam na morte celular programada, formando aerénquima em condic¢des de
hipoxia. De outro modo, a formagéo de aerénquima pode ser estimulada pela via
do etileno que, pela indugdo ao acumulo de EROs, ativa as enzimas de
degradagdo ¢ afrouxamento da parede celular e desencadeia a morte celular
(DREW, 1997; YAMAUCHI et al., 2013).

Pelos resultados encontrados para a variedade ‘Saracura’, ha indicios do
papel do H,O, no processo de formacdo de aerénquima no cértex radicular

talvez de modo independente da rota do etileno, principalmente, nos momentos
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iniciais de alagamento e na variedade sensivel, onde a producio deste hormonio
foi menor.

Em relagdo ao conteudo de perdxido de hidrogénio (Figura 4), ndo
houve interacdo entre as varidveis tempo e ciclo de sele¢do, ndo havendo
diferenca significativa entre os tratamentos. A auséncia de varia¢ao na produgdo
de H,0O, pode ser resultado da redug@o no nimero de células corticais das raizes,
em fung¢do da formacdo de aerénquima na condicdo alagada e da possivel agdo
da APX em C1 e C18 apds 24 horas de alagamento. Pereira et al. (2010)
relacionaram o aumento na propor¢do de aerénquima no cortex radicular de
milho ‘Saracura’ a uma menor produgdo de EROs nos ciclos finais de selecéo,
uma vez que haveria melhor difusdo de O, pela raiz, o que resultaria em menor
produgdo de H,0,. Além disso, a formacdo de espagos de ar em decorréncia do
desenvolvimento de aerénquimas reduziria a quantidade de células e,
consequentemente, os locais de produgido de EROs.

Ao H,0, ¢ atribuido um papel duplo, onde em baixas concentra¢des atua
como uma molécula sinalizadora e em altas concentra¢des leva a morte celular
programada (QUAN et al., 2008). Varios sinais de desenvolvimento ou
ambientais podem levar ao acumulo de H,O, que, por sua vez, desencadeia uma
variedade de respostas, agindo como uma molécula sinalizadora que regula o
desenvolvimento vegetal, adaptacdes ao estresse e a morte celular programada.
Essa sinalizagdo ¢ mediada por meio de alteragdes no influxo de Ca*’, alteragio
redox, ativagdo de cascatas de proteinas quinases (MPKs), modulagdo da
atividade de proteinas fosfatases e de fatores de transcri¢do, além de interacdo
com outras moléculas sinalizadoras, como acido salicilico e o6xido nitrico
(APEL; HIRT, 2004; CHENG; SONG, 2006, GECHEV; HILLE, 2005;
PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). Segundo Xu et al. (2013), a formacao
de aerénquima em raizes de trigo em condic¢des de alagamento foi regulada por

EROs, conforme o processo de morte das células corticais. Para estes autores,
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apds o inicio do alagamento a reducdo no nivel de oxigénio ¢ sentida pelas
raizes, onde a hipoxia regula diferencialmente a expressio dos genes de controle
da homeostase de EROs, levando ao acumulo desses metabolitos em células
chamadas pré-acrenquimatosas, onde tem inicio eventos de morte celular,
embora a forma destas células permanega intacta. O continuo acimulo de EROs,
principalmente, nas células corticais induz a lise nas células pré-aerenquimatosas
e suas subjacentes, resultando na formagdo dos espacos de ar. Embora os
detalhes destes mecanismos ainda precisem ser estudados, ¢ possivel inferir que
em ‘Saracura’ a formacdo de aerénquima pode ter sido estimulada pela morte
celular programada, relacionada diretamente a sinalizagdo conferida pelas
moléculas de H,0,, produzidas em resposta a deficiéncia de oxigénio,
principalmente em BR 107 e nos momentos inicias de alagamento, onde a

produgdo de etileno foi reduzida.
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O processo de degradacio enzimatica da parede celular para formagao
do aerénquima foi avaliado pela atividade da celulase e da poligalacturonase
(PG), ao longo do periodo de alagamento nos diferentes ciclos de seleg@o.

A atividade da celulase (Figura 5) apresentou interagdo entre as
variaveis tempo de alagamento e ciclo de selecdo, com aumento consideravel em
Cl e C18 aos 7 dias . Estes resultados sd3o semelhantes aos observados por
Dantas, Aragdo e Alves (2001), onde a atividade da celulase em coledptilos e
raizes de milho ‘Saracura’ sofreu um decréscimo nos primeiros dias de
alagamento em razdo do estresse, aumentando em seguida. De acordo com He et
al. (1996), a celulase faz parte de um complexo sistema envolvido na morte
programada de células no cortex de raizes, cujas enzimas podem ser
coordenadamente ativadas ou liberadas de compartimentos intracelulares antes
da autdlise. Para estes autores, a atividade maxima da celulase em raizes de
milho coincide com a formagéo de aerénquima, sendo totalmente perdida apos a
completa degradacdo da parede celular. Porém, a participagdo de outras enzimas
degradativas de parede celular em estadios iniciais deste processo ¢ necessaria,
permitindo o acesso de enzimas degradativas ao conteudo da parede, levando a
lise celular (BRAGINA; RODIONOVA; GRINIEVA, 2003; SOUZA, 2010).

Em relacio a PG, observou-se pouca modificagdo na atividade
enzimatica (Figura 5), ndo havendo interagdo entre as variaveis tempo e ciclo de
selecdo. Porto et al. (2013), estudando mesocétilos de milho Saracura C18 sob
hipoxia, relataram redu¢@o na atividade da PG apds alagamento. Essa menor
atividade da PG poderia ser em virtude de sua inacessibilidade a célula (PORTO
et al., 2013; SELING et al., 2000), o que poderia explicar o comportamento
observado nas raizes de milho ‘Saracura’. Contudo, considerando o aumento na
formagdo de aerénquima observado neste estudo, infere-se que a atividade
apresentada pela PG foi suficiente para permitir a degradacdo da parede das

células, pela agdo sobre pectinas (KAYSHAP et al., 2001).
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As caracteristicas anatdmicas relacionadas a formagdo de aerénquimas
em raizes dos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ foram analisadas ao longo
do tempo de alagamento. A proporcdo de aerénquima no cértex radicular diferiu
entre os ciclos de selecdo de um modo geral, apresentando aumento ao longo do
tempo de alagamento, exceto em CI, com intera¢do significativa entre as
variaveis (Tabela 2 e Figura 6). Esse aumento foi evidente, principalmente, em
C18.

As variagdes observadas na propor¢do de aerénquima entre os ciclos de
selecdo podem ser relacionadas as oscilagdes na taxa de formagdo de

aerénquima (TFA), que foi obtida a partir do segundo dia de avaliacio.

Tabela 2 Proporcdo (%) de area ocupada por aerénquima em relagdo a
area total do cortex radicular de ciclos de sele¢do de milho
‘Saracura’ submetidos ao alagamento

Ciclos Dias de alagamento
de
selecio 0 1 3 5 7 Média
BR 107 0,31 Ab 0824 Ab 13,01 Ba 17,00 Aa 2221Ba 12,15B
C1 0,57 Aa 07,54 Aa  06,65Ba 1480Aa 0634Ca 07,18C
C5 0,42 Ab 1032 Aa 19,70Aa 11,82Aa 1574Ba 11,60B

C11 0,50Ab 14,40 Aa 11,88Ba 17,57 Aa 1538Ba 1195B
C18 0,45Ad 1496 Ac 25,77Ab 11,71 Ac 42,79 Aa 19,14 A

Média 0.45c 11,09 b 15,40 b 14,58 b 20,49 a

As médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo Teste
de Scott-Knott (p < 0,05). Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna nao
diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 6 Secgdes transversais de raizes de milho evidenciando a
propor¢do de aerénquima no cortex e a espessura da epiderme,
exoderme e endoderme. Variedade sensivel BR 107 (A, D, G, J,
M) e Ciclos de sele¢do de milho ‘Saracura’ C1 (B, E, H, K, N) e
C18 (C, F, I, L, O), submetidas a 0 (A-C), 1 (D-F), 3 (G-]), 5 (J-
L) e 7 (M-O) dias de alagamento. ae= aerénquima, en=
endoderme, ep= epiderme, ex= exoderme. Barras = 50um
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Os resultados de TFA (Figura 7) demonstraram que a maior taxa de
formag@o ocorreu logo nas primeiras 24 horas de alagamento em todas as plantas
analisadas, com destaque para Cl1 e C18, ciclos com maior potencial de
tolerdncia. Em seguida, a TFA apresentou reducdo em todas as plantas, com
posterior pequeno aumento em C1 e C11 no 5° dia. No 7° dia de alagamento, a
taxa permaneceu menor em todas as plantas, com exce¢do de C18, onde a TFA
voltou aos valores do inicio do alagamento. Considerando C1 e C18, o maior
incremento na TFA com um dia de alagamento coincide com a maior expressio
de APX, fornecendo indicios do envolvimento do H,O, nesse processo. Além
disso, o pico de produgdo de etileno em C18 também foi evidente nesse periodo,
demonstrando que o hormonio pode ser relacionado a inducdo de aerénquima
nesse ciclo mais tolerante. Por outro lado, o aumento na TFA em C18 aos 7 dias
pode ser decorrente de maior sensibilidade das células ao etileno(HE;
MORGAN; DREW, 1992), como uma resposta de maior tolerdncia ao
alagamento.

Pereira et al. (2008, 2010) e Souza et al. (2009) verificaram aumento na
propor¢ao de aerénquima encontrado no cortex radicular do milho ‘Saracura’ em
relacdo ao grupo controle e aos ciclos anteriores de selecdo, com maior
capacidade de desenvolver aerénquima nos ultimos ciclos de seleg¢do. Diferengas
no tempo de exposi¢do ao alagamento, na fase de desenvolvimento das plantas e
nas condi¢des experimentais entre estes trabalhos e o presente estudo devem ser
consideradas ao analisar os resultados. No entanto, o maior desenvolvimento de
aerénquima nas raizes do milho ‘Saracura’ foi uma resposta comum entre os
estudos. Com isso, essa cultivar pode apresentar maior capacidade de
crescimento e sobrevivéncia por periodos de tempo maiores sob alagamento que
outras cultivares (PEREIRA et al, 2010), uma vez que a formagdo de

aerénquima possibilita o transporte de oxigénio da parte aérea até as raizes e,
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assim, a oxigenac¢do dos tecidos e a manutencdo do metabolismo aerdbico na

raiz (ARMSTRONG, 1979; EVANS, 2003).
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de milho Saracura em relagdo ao tempo de alagamento

Também se observou pelas analises anatdmicas um aumento na area do
cortex radicular (Tabela 3 e Figura 6), ao longo do tempo de alagamento, visto
que entre as plantas, C11, C18 e a variedade sensivel apresentaram as maiores
areas. Isso pode possibilitar uma maior disponibilidade de area para a formagao
de aerénquima, além de resultar em maior espessura total da raiz (Figura 10).
Resultados semelhantes foram observados por Ferrer et al. (2004) em milho
‘Saracura’ ciclo 14, com aumento da espessura do cortex e na proporcdo de

aerénquima em condi¢des de alagamento.
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Tabela 3 Area total (mm?) do cértex radicular de ciclos de sele¢do de
milho ‘Saracura’ submetidos ao alagamento por 7 dias
Ciclos de Dias de alagamento
selecio
0 1 3 5 7 Média
BR 107 0,81Ab 0,74Ab 0,85Cb 123Aa 1,39 Aa 1,00 A
C1 0,43Bec 047Bc  0,61Db 0,64Cb 1,44 Aa 0,72 B
C5 0,61Be  051Bc 036Ed 0,76Cb 0,96 Ba 0,64 C
C11 0,52Bd 0,55Bd 1,16Bb 092Bc 147 Aa 0,92 A
C18 0,60Be 0,64 Ac 1,37Aa 1,186 Ab 1,11 Bb 0,98 A
Média 0,60 d 0,58 d 0,87 ¢ 0,95b 1,27 a

As médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo Teste
de Scott-Knott (p < 0,05). Médias seguidas da mesma letra maidscula na coluna nio
diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Além do desenvolvimento de aerénquima, outras modificagdes
anatomicas podem contribuir na tolerdncia a hipoxia, prevenindo a perda de
oxigénio pelas raizes. Estas modificagdes incluem as barreiras a perda radial de
oxigénio (ROL) nas zonas basais das raizes, caracterizadas pela deposi¢do de
lignina e suberina nas camadas externas, como epiderme e exoderme
(COLMER, 2003; COLMER; VOESENEK, 2009). Em adi¢do ao aerénquima,
estas barreiras podem promover a difusdo longitudinal de oxigénio em diregao
ao apice radicular, além de impedir a entrada de compostos potencialmente
toxicos (ARMSTRONG, 1979; COLMER, 2003; COLMER; VOESENEK,
2009).

Nesse contexto, a espessura da epiderme, exoderme ¢ endoderme foi
analisada em milho ‘Saracura’ (Tabela 4 e Figura 6). Os resultados
demonstraram modificagdes, com interagdo significativa entre as varidveis
tempo de alagamento e ciclo de selecdo. Ndo houve variacdo na espessura da
epiderme, enquanto houve redugdo na espessura da exoderme e aumento na

espessura da endoderme nas raizes expostas aos maiores periodos de
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alagamento. Em relacéo ao ciclo de selecdo, a epiderme foi menor em C1 e C18;
enquanto a exoderme e a endoderme foram menores apenas em Cl. Por outro
lado, considerando os sucessivos ciclos de selecdo, Souza et al. (2009)
observaram, nos ciclos finais, aumento na espessura da epiderme, reducio na
camada de células suberizadas presentes na regido de hipoderme (exoderme) e
nenhuma modificag@o na endoderme das raizes submetidas ao alagamento.

A epiderme € o primeiro tecido a demonstrar os sintomas de estresse
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Assim, as reduzidas modificagdes
observadas na epiderme radicular do milho ‘Saracura’ podem indicar uma
resposta de resisténcia desse tecido, conferindo maior tolerancia ao alagamento
por dificultar a entrada de compostos toxicos na raiz.

A presenca de uma camada espessa de exoderme no inicio do
alagamento pode evitar a perda de oxigénio para a rizosfera e a absorc¢do de
fitotoxinas em plantas, quando o desenvolvimento de aerénquimas ainda é
reduzido. Além disso, segundo Pereira et al. (2008) e Souza et al. (2009), a
presenca dessa camada espessa pode diminuir a liberacdo de etileno e metano
acumulados e afetar a absorcdo e refluxo de agua. Por outro lado, a menor
espessura dessa camada nas raizes expostas ao maior tempo de alagamento pode
diminuir a resisténcia ao fluxo de 4gua para o cilindro vascular, favorecendo a
manuten¢do da condutividade hidrdulica em raizes com maior propor¢do de
acrénquima (PEREIRA et al., 2008). Aliado a isso, uma fina camada de
exoderme pode permitir maior difusdo de O,, criando uma rizosfera aerdbica,
sem, no entanto, causar perdas prejudiciais para o cortex, em decorréncia da

elevada formacao de aerénquima (SOUZA et al., 2009) ao longo do tempo.
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Tabela 4 Espessura da exoderme, epiderme e endoderme de raizes de
ciclos de sele¢do de milho Saracura submetidos ao alagamento
Ciclos Dias de alagamento
de
selecdo 0 1 3 5 7 Média

Exoderme (um)

BR 107 27,63 Aa 2780Aa 2533 Aa 2456Aa 20,77 Aa 2522A
C1 15,19Ba 16,65Ba 17,16Ba 18,25Aa 18,46Aa 17,14B
(6] 27,73 Aa  22,72Ba 25,73 Aa 18,32 Ab 16,68 Ab 2224 A
C11 26,97 Aa  20,41Bb 27,43 Aa 20,99 Ab 21,90 Ab 23,54 A
C18 20,16 Bb 31,20 Aa 23,42 Ab 17,53 Ab 18,84 Ab 2223 A

Média 23,54 a 23,75 a 2381 a 19,93 b 19,33 b
Epiderme (um)
BR 107 1540Bb 1855Aa 1573Cb 18,88 Aa 16,43 Ab 17,00 A

C1 18,21 Aa  13,50Bb 12,74Cb 15/42Bb 14,77Ab 1492B
Cs 17,15 Ab 20,21 Aa 20,59 Aa 14,49Bc 17,76 Ab 18,04 A
C11 18,94 Aa  15,02Bb 17,33Bb 20,80 Aa 15,10 Ab 17,44 A
C18 14,76 Ba 1739 Aa 14,28Ca 15,77Ba 14,71 Aa 15,38B

Média 16,89 a 16,93 a 16,14 a 17,07 a 15,75 a
Endoderme (pm)
BR107 10,82 Ab 12,04 Ab 10,71Cb 13,73 Aa 13,11Ba 12,09 A

C1 08,82 Bc  09,90Bc 09,16 Ce 11,51 Bb 15,04 Aa 10,87 B
Cs 11,37 Ab  09,62Bc 12,01 Bb 15,10 Aa 14,00Ba 12,42 A
C11 09,35Bc 10,53 Bc 13,53 Ab 1522 Aa 16,59 Aa 13,04 A
C18 08,45Bb 12,28 Aa 14,50 Aa 1225Ba 13,10Ba 12,12 A

Média 09,76 d 10,88 ¢ 11,98 b 13,56 a 14,37 a

As médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo Teste
de Scott-Knott (p < 0,05). Médias seguidas da mesma letra maidscula na coluna nio
diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Além da espessura da exoderme, modificagdes na deposicdo de suberina
e lignina nas paredes dessas células podem ocorrer. Segundo Watanabe et al.
(2013), o processo de suberizagdo das camadas externas da raiz ¢ induzido por
diferentes fatores, como deficiéncia de oxigénio em solos alagados. Na auséncia
de suberina, a parede celular possui pares de pontoagdes que permitem a
passagem de agua e gases entre a planta e o ambiente. Com a deposicdo de
suberina e lignina ha reducdo no didmetro destas pontoacdes e fortalecimento
das barreiras apoplasticas (HOSE et al., 2001; WATANABE et al., 2013). Esse
processo pode ter ocorrido neste estudo e associado ao aumento da espessura da
parede celular, poderia representar uma estratégia de tolerdncia do milho
‘Saracura’ as condi¢des de alagamento (Figura 8). No entanto, estudos que
comprovem a presenca dessa deposicdo e sua relacdo com a tolerancia da

cultivar ainda precisam ser realizados.
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Figura 8 Detalhe da camada de exoderme de raizes de milho Saracura
ciclo C18, ndo alagadas (A) e alagadas por 7 dias (B). ac=
aerénquima, cx= cdrtex, ep= epiderme, ex= exoderme. Barras =
50pm

Em relago a endoderme, o aumento da espessura nas plantas expostas a
maior tempo de alagamento pode ser uma resposta compensatoria ao

comportamento observado para a exoderme, por também atuar como uma
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barreira apoplastica (ENSTONE; PETERSON; MA, 2003). Além disso, a
endoderme pode prevenir o efluxo de ions do apoplasto do estelo para o
apoplasto do coértex, causado em situagdes de baixo ou nenhum fluxo
transpiratdrio, que leva a uma lenta remogdo de ions para a parte aérea
(ENSTONE; PETERSON; MA, 2003). Assim, nas plantas de milho ‘Saracura’
uma possivel baixa taxa transpiratdria em fun¢do do alagamento pode estar
relacionada a essa resposta da endoderme. Neste estudo, a taxa transpiratoria nao
foi avaliada, entretanto Souza et al. (2011) observaram reducdo da transpiragéo
em plantas de milho Saracura no estddio de florescimento submetidas ao
alagamento. De maneira semelhante, outros estudos também relataram redug@o
na transpiracdo em plantas de milho submetidas a deficiéncia de oxigénio
(LONE; WARSI, 2009; WANG et al., 2012; YORDANOVA; POPOVA, 2007).

Ainda, sobre a endoderme, foi possivel verificar em sec¢des transversais
proximas ao apice radicular (Figura 9 e 11) a diferenciacdo da camada de
endoderme, juntamente com o desenvolvimento dos vasos de xilema. De acordo
com Enstone, Peterson e Ma (2003), na maioria das plantas, Estrias de Caspary
se diferenciam dentro de 10 mm a partir do apice radicular. Neste estudo, nas
seccdes a cerca de 3 a 4 mm da jungdo coifa raiz observou-se a diferenciagdo da
endoderme de forma distinta entre as raizes de BR 107 e C18, alagadas e ndo
alagadas (Figura 9). De um modo geral, a diferenciacdo da endoderme, assim
como dos elementos de vasos, foi mais evidente nas raizes alagadas.
Independente da condicdo experimental a endoderme diferenciou-se mais
rapidamente em C18, em comparagdo a BR 107. Com isso, constata-se que, em
resposta ao alagamento, pode ocorrer tanto o aumento da espessura da camada
de endoderme nas raizes de milho ‘Saracura’, como a diferenciagdo mais rapida

desta camada no apice radicular, como possivel estratégia de tolerancia.



Figura 9 Detalhe da diferenciacdo da endoderme em secgdes transversais
do apice de raizes de milho variedade sensivel BR 107 (A e C) e
ciclo de selecdo C18 (B e D), ndo alagadas (A e B) e alagadas
por 7 dias (C e D). Sec¢des a4 mm (A e B) e 3 mm (C e D) da
regido de jungdo coifa meristema apical. Cx= cortex, ev=
elemento de vaso. Seta indica a endoderme. Barras = 50um

O 4pice radicular de plantas submetidas ao alagamento pode apresentar
modificacdes, em funcdo da deficiéncia de oxigénio, como a morte celular
programada e necrose (SUBBAIAH; SACHS, 2003). De acordo com estes
autores, estas regides sdo compostas de tecidos compactos, com pouco ou
nenhum espago intercelular que restringem a difusdo de gases.
Consequentemente, sob alagamento os dapices das raizes podem morrer em
fun¢do da deficiéncia de O,. Entretanto, as andlises anatdmicas do &pice
radicular de milho ‘Saracura’ (Figura 11, 12 ¢ 13) demonstraram a presenga de

espagos intercelulares na regido de meristema fundamental, com modificagdes
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em relagdo a quantidade e tamanho, em fun¢éo do ciclo de selecdo e tempo de
alagamento. Além disso, seccdes transversais realizadas nestas mesmas regioes
(entre 3 a 7 mm de distancia da junc¢do coifa meristema apical) comprovaram o
inicio da formac¢do de espagos intercelulares de origem, provavelmente,
esquizégena (Figura 11 e 13). Isso, uma vez que ndo foram observados indicios
de fragmentos celulares resultantes de necrose ou morte celular programada.

Purnobasuki e Suzuki (2005) observaram o inicio de formagao dos
espacos intercelulares em raizes de Avicennia marina a partir de 0,2mm da
juncdo coifa raiz. A partir de 6 mm, os autores constataram clara separacio das
c¢lulas. De um modo geral, nos ciclos de selecdo de milho ‘Saracura’ apds 7
dias de alagamento, observou-se a presenca de espagos intercelulares a cerca de
0,15mm da jun¢@o coifa meristema apical. Assim, como em A. marina, em
seccdo longitudinal do 4pice radicular de milho foi possivel verificar espagos
intercelulares longitudinais formando colunas ao longo do cortex, sem aparente
dissolu¢do das células, mas expansdo radial e longitudinal como em um processo
esquizogeno (Figura 12). Nos primeiros dias de avaliagdo estes espagos
proximos a ponta da raiz ndo foram observados (Figura 11).

Em relac@o a posicdo de inicio de formagdo de aerénquima em raizes de
milho, ha informacdes contraditorias na literatura sobre a distancia do é4pice
radicular. He, Drew e Morgan (1994) relataram o inicio da formacdo de
aerénquima 10 mm apdés a ponta da raiz, enquanto Bouranis et al. (2003)
encontraram canais de ar a 2 mm do apice, onde aerénquima se desenvolveram
em resposta a deficiéncia nutricional. Por outro lado, Gunawardena et al. (2001)
avaliaram a formagéo de aerénquimas a 10 mm do apice.

De acordo com Drew (1997), mesmo raizes contendo aerénquima ha
certa limitacdo na condugdo de O, por longas distancias, até a regido apical.
Com isso, no caso do milho ‘Saracura’, a formac¢fo de espagos intercelulares na

regido meristematica das raizes, onde, normalmente, ha alto consumo de O,,
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pode caracterizar uma resposta ao alagamento, bem como uma possivel
ineficiéncia nas barreiras a perda radial de O, No entanto, estudos
complementares devem ser realizados com a finalidade de investigar a formagao
destes espagos e seus efeitos sobre o funcionamento do meristema radicular e na

tolerancia da cultivar a hipoxia.

Figura 10 Sec¢des longitudinais do apice de raizes de milho, evidenciando
variagdes na espessura da raiz. Variedade sensivel BR 107 (A,
D) e Ciclos de selecdo de milho Saracura C1 (B, E) e C18 (C,
F), submetidas a 1 (A-C) e 7 (D-F) dias de alagamento. Barras =
100pum



Figura 11
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Secgdes transversais (A-L) e longitudinais (M-P) do apice de
raizes de milho, evidenciando os espagos intercelulares na
regido meristematica. Variedade sensivel BR 107 (A, B, E, F, I,
J, M, N) e Ciclos de selegdo de milho Saracura C18 (C, D, G, H,
K, L, O, P), submetidas a 0 (A, E, LM, C, G, K,O)e 7 (B, F, J,
N, D, H, L, P) dias de alagamento. Sec¢des foram feitas a 3mm
(J, L), 4mm (I,K), entre 3 ¢ 7mm (B, F, D, H), entre 4 ¢ 6mm
(A, E, C, G) da regifo de jungdo coifa meristema apical. Barras
= 50pum. * Formag@o de espacgos entre as células
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o

Secgdes longitudinais do apice de raizes de milho, evidenciando
os espacos intercelulares na regido meristematica. Detalhes dos
espacos intercelulares no Ciclo de selegdo de milho Saracura
C18 submetidas a 7 dias de alagamento. Barras = 50pm. *
Formag@o de espacos entre as células



Figura 13
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Sec¢des transversais do apice de raizes de milho variedade
sensivel BR 107 (A e B) e ciclo de selecdo C18 (C e D),
evidenciando os espagos intercelulares na regido meristematica e
a diferenciacdo da endoderme. Raizes nio alagadas (A e C) e
alagadas (B e D). Detalhes dos espagos intercelulares a 4mm (A
e C) e 3mm (B e D) da regido de jungdo coifa meristema apical.
Barras = 50pm. * Formag@o de espacos entre as células
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5 CONCLUSAO

Os resultados observados neste estudo demonstram que o tempo de
alagamento e o ciclo de selecdo genética influenciam os mecanismos de
formacao de aerénquima em milho ‘Saracura’.

A atividade de ACO e a produgdo de etileno variam entre os ciclos de
selecdo, com envolvimento deste horménio na formagdo do aerénquima, de
modo mais evidente em C18. Associado a isso, a expressdo génica da APX
indica que o H,O, também estd envolvido no processo de formagdo lisigena de
aerénquima, principalmente, em C18.

Além disso, a formagdo de espagos intercelulares na regido de
meristema fundamental e modificagdes na diferenciagdo da endoderme no apice
radicular podem ser indicios de resposta ao alagamento nos ciclos mais
tolerantes.

Portanto, o nivel de tolerancia do ciclo de selecdo esta relacionado ao
comportamento do etileno e H,O, na via de sinalizacdo para inducdo de

aerénquima lisigeno em milho ‘Saracura’.



79

REFERENCIAS

ABIKO, T. et al. Screening of candidate genes associated with constitutive
aerenchyma formation in adventitious roots of the teosinte Zea nicaraguensis.
Plant Root, Toyama, v. 6, p. 19-27, 2012.

ALVES, J. D. et al. Mecanismos de tolerancia da variedade de milho 'Saracura'
(BRS 4154) ao encharcamento. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, v. 1, p. 33-40, 2002.

APEL, K.; HIRT, H. Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and
signal transduction. Annual Reviews Plant Biology, Palo Alto, v. 55, p. 373—
99, 2004.

ARIKADO, H.; ADACHI, Y. Anatomical and ecological responses of barley
and some forage crops to the flooding treatment. Bulletin Faculty Agriculture,
Tsu, v. 11, p. 1-29, 1955.

ARMSTRONG, J.; ARMSTRONG, W. Phragmites die-back: effects of
propionic, butyric and caproic acids in relation to pH. New Phytologist,
Cambridge, v. 142, p. 201-217, 1999.

ARMSTRONG, W. Aeration in higher plants. Advances Botanical Research,
Oxford, v. 7, p. 225-332, 1979.

ARMSTRONG, W. et al. Oxygen Distribution in wetland plant roots and
permeability barriers to Gas-exchange with the Rhizosphere: a Microelectrode
and Modelling Study with Phragmites australis. Annals of Botany, London,
v. 86, p. 687-703, 2000.

ASADA, K. Production and scavenging of reactive oxygen species in
chloroplasts and their functions. Plant Physiology, Bethesda, v. 141, p. 391-
396, 2006.

ASHARAF, M. Inducing drought tolerance in plants: recent advances.
Biotechnology Advances, New York, v. 28, p. 199-238, 2010.

ATMODIJO, M. A.; HAO, Z.; MOHNEN, D. Evolving views of pectin
biosynthesis. Annual Reviews Plant Biology, Palo Alto, v. 64, p. 74779, 2013.



80

BABU, Y.; BAYER, M. Plant Polygalacturonases involved in cell elongation
and separation: the same but different? The Plants Journal, London, v. 3,
p. 613-623,2014.

BAILEY-SERRES, J.; COLMER, T. D. Plant tolerance of flooding stress —
recent advances. Plant, Cell and Environment, Dordrecht, v. 37, p. 2211-2215,
2014.

BAILEY-SERRES, J. et al. Making sense of low oxygen sensing. Trends in
Plant Science, Oxford, v. 17, n. 3, p. 129-138, 2012.

BAILEY-SERRES, J.; VOESENEK, L. A. C. J. Flooding stress: acclimations
and genetic diversity. Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 59,
p. 313-339, 2008.

BAILEY-SERRES, J.; VOESENEK, L. A. C. J. Life in the balance: a signaling
network controlling survival of flooding. Current Opinion in Plant Biology,
London, v. 13, p. 489—-494, 2010.

BARBOSA, M. R. et al. Plant generation and enzymatic detoxifi cation of
reactive oxygen species. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 44, n. 3, p. 453-460,
2014.

BARTLETT, R. R.; JAMES, B. R. Redox chemistry of soils. In: SPARKS, D.
A. (Ed.). Advances in agronomy. San Diego: Academic, 1993. p. 151-208.

BENINCASA, M. M. P. Analise de crescimento de plantas: no¢des basicas.
Jaboticabal: FUNEP, 2003. 42 p.

BHATTACHARIEE, S. Sites of generation and physicochemical basis of
formation of reactive oxygen species in plant cell. In: GUPTA, S. D. Reactive
oxygen species and antioxidants in higher plants. Enfield: Science, 2010.
p- 1-30.

BLOKHINA, O. B.; CHIRKOVA, T. V.; FAGERSTEDT, K. V. Anoxic stress
leads to hydrogen peroxide formation in plant cells. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v. 52, p. 1179-1190, 2001.

BLOKHINA, O. B.; VIROLAINEN, E.; FAGERSTEDT, K. V. Antioxidants,
oxidative damage and oxygen deprivation stress: a review. Annals of Botany,
London, v. 91, p. 179-194, 2003.



81

BLEECKER, A. B.; KENDE, H. Ethylene: a gaseous signal molecule in plants.
Annual Review of Cell and Developmental Biology, Palo Alto, v. 16, p. 1-18,
2000.

BOURANIS, D. L. et al. Aerenchyma formation in roots of maize during
sulphate starvation. Planta, Berlin, v. 217, p. 382-391, 2003.

BRAGINA, T. V.; RODIONOVA, N. A.; GRINIEVA, G. M. Ethylene
production and activation of hydrolytic enzymes during acclimation of maize
seedlings to partial flooding. Russian Journal of Plant Physiology, New York,
v. 50, n. 6, p. 794-798, 2003.

BRITSCH, L.; GRISEBACH, H. Purification and characterization of (2S)-
flavanone 3-hydroxylase from Petunia hybrida. European Journal of
Biochemistry, Dublin, v. 156, p. 569-577, 1986.

CAMARGO, F. A. O.; SANTOS, G. A.; ZONTA, E. Alteragdes eletroquimicas
em solos inundados. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 29, n. 1, p. 171-9, 1999.

CAMPOS, N. A. Expressio génica associada a formacio de aerénquimas em
raizes de milho saracura BRS 4154 sob hipoxia. 2010. 55 p. Dissertagdo
(Mestrado em Biotecnologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2010.

CASTRO, E. M.; PEREIRA, F. J.; PAIVA, R. Histologia vegetal: estrutura e
fungdo dos orgdos vegetativos. Lavras: Universidade Federal de Lavras, 2009.
234 p.

CHENG, Y.; SONG, C. Hydrogen peroxide homeostasis and signaling in plant
cells. Science China Life Sciences, Cham, v. 49, p. 1-11, 2006.

CHINNUSAMY, V.; ZHU, J. K. Epigenetic regulation of stress responses in
plants. Current Opinion in Plant Biology, London, v. 12, p. 133-139, 2009.

COLMER, T. D. Long-distance transport of gases in plants: a perspective on
internal aeration and radial oxygen loss from roots. Plant, Cell and
Environment, Dordrecht, v. 26, p. 17-36, 2003.

COLMER, T. D.; VOESENEK, L. A. C.J. Flooding tolerance: suites of plant
traits in variable environments. Functional Plant Biology, Victoria, v. 36,
p. 665-681, 2009.



82

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da
safra brasileira de grios: quarto levantamento. Brasilia, 2015. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br>. Acesso em: 16 jan. 2015.

COSGROVE, D. J. Growth of the plant cell wall. Nature, London, v. 6,

p- 850-861, 2005.

CYRNE, L. et al. Regulation of antioxidant enzymes gene expression in the
yeast Saccharomyces cerevisiae during stationary phase. Free Radical Biology
& Medicine, New York, v. 34, p. 385-393, 2003.

DANTAS, B. F.; ARAGAO, C. A.; ALVES, J. D. Célcio e o desenvolvimento
de aerénquimas e atividade de celulase em plantulas de milho submetidas a
hipoxia. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 58, n. 2, p. 251-257, 2001.

DAT, J. F. et al. Sensing and signalling during plant flooding. Plant Physiology
and Biochemistry, Paris, v. 42, p. 273-282, 2004.

DONG, C. H. et al. Molecular association of the Arabidopsis ETR1 ethylene
receptor and a regulator of ethylene signaling, RTE1. Journal of Biological
Chemistry, Bethesda, v. 285, p. 4070640713, 2010.

D’ONOFRIO, D. J.; ABEL, D. L. Redundancy of the genetic code enables
translational Pausing. Frontiers in Plants Science, Lausanne, v. 5, n. 140,
p. 1-16, 2014.

DREW, M. C.; HE, C. J.; MORGAN, P. W. Decreased Ethylene Biosynthesis,
and Induction of Aerenchyma, by Nitrogen- or Phosphate-Starvation in
Adventitious Roots of Zea mays L. Plant Physiology, Bethesda, v. 91, p. 266-
271, 1989.

DREW, M. C.; HE, C. J.; MORGAN, P. W. Programmed cell death and
aerenchyma formation in roots. Trends in Plant Science, Oxford, v. 5, n. 3,
2000.

DREW, M. C. Oxygen deficiency and root metabolism: Injury and Acclimation
Under Hypoxia and Anoxia. Annual Review of Plant Physiology, Plant
Molecular Biology, Bethesda, v. 48, p. 223-250, 1997.

DUGARDEYN, J.; VAN DER STRAETEN, D. Ethylene: fine-tuning plant
growth and development by stimulation and inhibition of elongation. Plant
Science, Limerick, v. 175, p. 5970, 2008.



&3

ECKER, J. R. The ethylene signal transduction pathway in plants. Science,
Washington, v. 268, p. 667675, 1995.

EMONS, A. M. C.; MULDER, B. M. How the deposition of cellulose
microfibrils builds cell wall architecture. Trends in Plant Science Perspective,
Philadelphia, v. 5, n. 1, p. 35-40, 2000.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Centro
Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo. Caracteristicas agronémicas das
cultivares de milho disponiveis no mercado na safra 2013/2014. Disponivel
em: <http://www.cnpms.embrapa.br>. Acesso em: 16 jan. 2015.

ENGLISH, P. J. et al. Increased 1-Aminocyclopropane-1-Carboxylic Acid
Oxidase Activitv in Shoots of Flooded Tomato Plants Raises Ethvlene
Production to Physiologically Active Levels. Plant Physiology, Bethesda,
v. 109, p. 1435-1440, 1995.

ENSTONE, D. E.; PETERSON, C. A.; MA, F. root endodermis and exodermis:
structure, function, and responses to the environment. Journal Plant Growth
Regulation, New York, v. 21, p. 335-351, 2003.

ESAU, K. Anatomy of seed plants. 2nd ed. [S. l.: s. n.], 1977. 576 p.

EVANS, D. E. Aerenchyma formation. New Phytologist, Cambridge, v. 161,
p. 3549, 2003.

FEDER, N.; O'BRIEN, T. P. Plant microtechnique: some principles and new
methods. American Journal of Botany, Columbus, v. 55, p. 123-142, 1968.

FERNANDEZ, M. D. Changes in photosynthesis and fluorescence in response
to flooding in emerged and submerged leaves of Pouteria orinocoensis.
Photosynthetica, Prague, v. 44, p. 32-38. 2006.

FERNANDEZ-MACULET, J. C.; YANG, S. F. Extraction and Partial
Characterization of the Ethylene-Forming Enzyme from Apple Fruit. Plant
Physiology, Bethesda, v. 99, p. 751-754, 1992.

FERREIRA, D. F. SISVAR 5.0: sistema de analises estatisticas. Lavras: UFLA,
2007.



84

FERREIRA J. L.; MAGALHAES P. C; BOREM A. Evaluation of three
physiologic characteristics in four cycles of selection in maize cultivar BRS-
4154 under tolerance to waterlogging of the soil. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 32, p. 1719-1723, 2008.

FERRER, J. L. R. et al. Efeito do calcio sobre as caracteristicas anatdmicas de
raizes de milho (Zea mays L.) “Saracura” BRS-4154 submetido ao alagamento
em casa de vegetacdo. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, Sete Lagoas, v. 3,
n. 2, p. 172-181, 2004.

FRIES, D. D. 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. 56 p. Tese: (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2006.

FRIES, D. D. et al. Crescimento de plantulas do milho ‘Saracura’ e atividade
de a-amilase e invertases associados ao aumento da tolerancia ao alagamento
exercido pelo cdlcio exdgeno. Bragantia, Campinas, v. 66, n. 1, p. 1-9, 2007.

FOYER, C. H.; NOCTOR, G. Oxidant and antioxidant signalling in plants: a re-
evaluation of the concept of oxidative stress in a physiological context. Plant,
Cell and Environment, Dordrecht, v. 28, p. 10561071, 2005.

GALLIE, D, R.; YOUNG, T. E. The ethylene biosynthetic and perception
machinery is differentially expressed during endosperm and embryo
development in maize. Molecular Genetics and Genomics, Berlin, v. 271,
p. 267-281, 2004.

GAMBRELL, R. P.; DELAUNE, R. D.; PATRICK JUNIOR, W. H. Redox
processes in soils following oxygen depletion, plant life under oxygen
deprivation. In: JACKSON, M. B.; DAVIES, D. D.; LAMBERS, H. (Ed.).
Ecology, physiology and biochemistry. The Hague: SPB, 1991. p. 101-117.

GECHEV, T. S;; HILLE, J. Hydrogen peroxide as a signal controlling plant
programmed cell death. The Journal of Cell Biology, New York, v. 168, n. 1,
p. 17-20, 2005.

GEISLER-LEE, J.; CALDWELL, C.; GALLIE, D. R. Expression of the
ethylene biosynthetic machinery in maize roots is regulated in response to
hypoxia. Journal of Experimental Botany. Oxford, v. 61, p. 857-871, 2010.



85

GIBBS, J.; GREENWAY, H. Mechanisms of anoxia tolerance in plants. 1.
Growth, survival and anaerobic catabolism. Functional Plant Biology, Victoria,
v. 30, p. 1-47, 2003.

GILL, S. S.; TUTEJA, N. Reactive oxygen species and antioxidant machinery
in abiotic stress tolerance in crop plants. Plant Physiology and Biochemistry,
Paris, v. 48, p. 909-930, 2010.

GOMES-JUNIOR, R. A. et al. Antioxidant metabolism of coffee cell suspension
cultures in response to cadmium. Chemosphere, Oxford, v. 65, n. 8, p. 1330-
1337, 2006.

GREENWAY, H.; ARMSTRONG, W.; COLMER, T. D. Conditions leading to
high CO, (>5 kPa) in waterlogged-flooded soils and possible effects on root
growth and metabolism. Annals of Botany, London, v. 98, p. 9-32, 2006.

GRICHKO, V. P.; GLICK, B. R. Ethylene and flooding stress in plants. Plant
Physiology and Biochemistry, Paris, v. 39, n. 1, p. 1-9, 2001.

GRIERSON, D. Manipulation of fruit ripening by genetic modification.
Transgenic Plant Research, Durham, v. 32, n. 3, p. 109-124, 1998.

GUNAWARDENA, A. H. L. A. N. et al. Characterization of programmed cell
death during aerenchyma formation induced by ethylene or hypoxia in roots of
maize (Zea mays L.). Planta, Berlin, v. 212, p. 205-214, 2001.

HARDIN, S. C. et al. Coupling oxidative signals to protein phosphorylation via
methionine oxidation in Arabidopsis. Biochemical Journal, London, v. 422,
p. 305-312, 2009.

HATSUGAL N. et al. A cellular suicide strategy of plants: Vacuole-mediated
cell death. Apoptosis, Bethesda, v. 11, p. 905-911, 2006.

HE, C.J.; DREW, M. C.; MORGAN, P. W. Induction of enzymes associated
with lysigenous aerenchyma formation in roots of Zea mays during hypoxia or
nitrogen starvation. Plant Physiology, Bethesda, v. 105, p. 861-865, 1994.

HE, C. J. et al. Ethylene biosynthesis during aerenchyma formation in roots of
maize subjected to mechanical impedance and hypoxia. Plant Physiology,
Bethesda, v. 112, p. 1679-1685, 1996.



86

HE, C. J.; MORGAN, P. W.; DREW, M. C. Enhanced Sensitivity to Ethylene in
Nitrogen- or Phosphate-Starved Roots of Zea mays L. during Aerenchyma
Formation. Plant Physiology, Bethesda, v. 98, p. 137-142, 1992.

HE, C. J.; MORGAN, P. W.; DREW, M. C. Transduction of an ethylene signal
is required for cell death and lysis in the root cortex of maize during aerenchyma
formation induced by hypoxia. Plant Physiology, Bethesda, v. 112, p. 463472,
1996.

HOLBROOK, N. M.; ZWIENIECKI, M. A. Plant biology: water gate. Nature,
London, v. 425, p. 361, 2003.

HOOG, C. L.; MANN, M. Proteomics. Annual Review of Genomics and
Human Genetics, Palo Alto, v. 5, p. 267-293, 2004.

HOSE, E. et al. The exodermis: a variable apoplastic barrier. Journal of
Experimental Botany, Oxford, v. 52, p. 2245-2264, 2001.

HUANG, S.; COLMER, T. D.; MILLAR, A. H. Does anoxia tolerance involve
altering the energy currency towards PPi? Trends in Plant Science, Oxford,
v. 13, n. 5, p. 222-227, 2008.

IRFAN, M. et al. Physiological and biochemical changes in plants under
waterlogging. Protoplasma, New York, v. 241, p. 3—-17, 2010.

JACKSON, M. B.; ARMSTRONG, W. Formation of aerenchyma and the
processes of plant ventilation in relation to soil flooding and submergence. Plant
Biology, Stuttgart, v. 1, p. 274-287, 1999.

JACKSON, M. B.; DREW, M. C. Effects of flooding on growth and metabolism
of herbaceous plants. In: KOZLOWSKI, T. T. (Ed.). Flooding and plant
growth. New York: Academic, 1984. p. 47-128.

JACKSON, M. B.; ISHIZAWA, K_; ITO, O. Evolution and mechanisms of plant
tolerance to flooding stress. Annals of Botany, London, v. 103, p. 137-142,
2009.

JARVIS, M. C. Plant cell walls: Supramolecular assemblies. Food
Hydrocolloids, Oxford, v. 25, p. 257-262, 2011.

JOHANSEN, D. A. Plant microtechnique. 2nd ed. New York: Mc-Graw-Hill,
1940. 523 p.



87

JOHNSON, P. R.; ECKER, J. R. The ethylene gas signal transduction pathway:
a molecular perspective. Annual Reviews Genetic, Palo Alto, v. 32, p. 227-54,
1998.

JOSHI, R.; KUMAR, P. Lysigenous aerenchyma formation involves non-
apoptotic programmed cell death in rice (Oryza sativa L.) roots. Physiology
Molecular Biology Plants, Heidelberg, v. 18, n. 1, p. 1-9, 2012.

JUNK, W. J. Wetlands of tropical South America. In: WHIGHAM, D. F.;
HENY, S.; DYKYLOVA, D. (Ed.). Wetlands of the world I. Dordrecht:
Kluwer Academic, 1993. p. 679-739.

JUSTIN, S.; ARMSTRONG, W. Evidence for the involvement of ethene in
aerenchyma formation in adventitious roots of rice (Oryza sativa). New
Phytologist, Cambridge, v. 118, p. 49—62, 1991.

KAYSHAP, D. R. et al. Applications of pectinases in the commercial sector: a
review. Bioresource Technology, Essex, v. 77, n. 3, p. 215-27, 2001.

KENDRICK, M. D.; CHANG, C. Ethylene signaling: new levels of complexity
and regulation. Current Opinion in Plant Biology, London, v. 11, p. 479485,
2008.

KOGEL-KNABNER, 1. et al. Biogeochemistry of paddy soils. Geoderma,
Amsterdam, v. 157, p. 1-14, 2010.

KUROYANAGI, M. et al. Vacuolar processing enzyme is essential for
mycotoxin-induced cell death in Arabidopsis thaliana. Journal of Biological
Chemistry, Bethesda, v. 280, p. 32914-32920, 2005.

LAM, E.; KATO, N.; LAWTON, M. Programmed cell death, mitochondria and
the plant hypersensitive response. Nature, London, v. 411, n. 848-853, 2001.

LENOCHOVA, Z.; SOUKUP, A.; VOTRUBOVA, O. Aerenchyma formation in
maize roots. Biologia Plantarum, Praha, v. 52, p. 263-270, 2009.

LONE, A. A.; WARSI, M. Z. K. Response of Maize (Zea mays L.) To Excess
Soil Moisture (ESM) Tolerance at Different Stages of Life Cycle. Botany
Research International, Deira, v. 2, n. 3, p. 211-217, 2009.



88

LOPES, M. J. C. et al. Oxidag@o protéica e peroxidagdo lipidica em plantas de
diferentes ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, sob encharcamento continuo.
Revista Brasileira de Milho e Sorgo, Sete Lagoas, v. 4, n. 3, p. 362-373, 2005.

LYND, L. R. et al. Microbial Cellulose Utilization: Fundamentals and
Biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, New York,
v. 66, n. 506-577, 2002.

MAGALHAES, P. C. et al. Influéncia do calcio na tolerancia do milho
“Saracura” BRS-4154 ao encharcamento do solo. Revista Brasileira de Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, v. 6, n. 1, p. 40-49, 2007.

MALAVOLTA, E. Elementos de nutricio mineral de plantas. Sdo Paulo:
Agrondémica Ceres, 1980.

MANCUSO, S.; SHABALA, S.; PANG, J. Waterlogging signalling and
tolerance in plants. Berlin: Springer, 2010. p. 197-219.

MANO, Y.; OMORL F. Flooding tolerance in interspecific introgression lines
containing chromosome segments from teosinte (Zea nicaraguensis) in maize
(Zea mays subsp. mays). Annals of Botany, London, v. 112, p. 1125-1139,
2013.

MARINO, D. et al. A burst of plant NADPH oxidases. Trends in Plant
Science, Oxford, v. 17, n. 1, p. 9-15, 2012.

MARINO, D. et al. A Medicago truncatula NADPH oxidase is involved in
symbiotic nodule functioning. New phytologist, Cambridge, v. 189, n. 2, p. 580-
592, 2011.

MEDRI, C. et al. Soil flooding affects the survival, growth and metabolism of
Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae)? Semina: Ciéncias Biologicas e da
Saude, Londrina, v. 33, n. 1, p. 123-134, 2012.

MELO, H. C. et al. Influéncia da aplicacdo de calcio e alagamento do solo sobre
caracteristicas anatomicas das folhas de milho (Zea mays L.) “Saracura” BRS-
4154. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, Sete Lagoas, v. 3, n. 3, p. 333-342,
2007.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of
reducing sugar. Analytical Chemistry, Washington, v. 31, n. 3, p. 426-428,
1958.



89

MILLER, G.; SHULAEV, V. MITTLER, R. Reactive oxygen signalling and
abiotic stress. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 133, p. 481-489, 2008.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends in
Plant in Science, Oxford, v. 9, p. 405-410, 2002.

MOHNEN, D. Pectin structure and biosynthesis. Current Opinion in Plant
Biology, London, v. 11, p. 266277, 2008.

MOLLER, I. M.; JENSEN, P. E.; HANSSON, A. Oxidative modifications to
cellular components in plants. Annual Review of Plant Biology, Palo Alto,
v. 58, p. 459-81, 2007.

MUSTROPH, A. et al. Cross-kingdom comparison of transcriptomic
adjustments to low-oxygen stress highlights conserved and plant-specific
responses. Plant Physiology, Bethesda, v. 152, p. 1484-1500, 2010.

MUTLU, M. et al. The use of commercial pectinase in fruit juice industry. Part
I: Viscometric determination of enzyme activity. Journal of Food Engineering,
Essex, v. 41, p. 147, 1999.

OVERMYER, K; BROSCHE, M.; KANGASJARVI, J. Reactive oxygen
species and hormonal control of cell death. Trends Plant Science, Oxford, v. 8,
p. 335-342, 2003.

PARENTONI, S. N. et al. Sele¢@o para tolerancia ao encharcamento em milho
(Zea mays L.). Selection for tolerance to waterlogging in maize (Zea mays L.)
In: SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE ESTRESSE AMBIENTAL,
1.,1992, Belo Horizonte. Anais... Sete Lagoas: EMBRAPA/CNPMS,1995.

p. 434-449.

PARENTONI, S. N. et al. Sele¢@o para tolerancia ao encharcamento na
variedade de milho CMS54-Saracura. In: REUNION LATINOAMERICANA,
4; REUNION DELA ZONA ANDINA DE INVESTIGADORES EM MAIZE,
17., 1997. Memorias... Coldémbia: CORPOICA/CIMMYT, 1997. p. 368-373.

PARLANTI, S. et al. Distinct mechanisms for aerenchyma formation in leaf
sheaths of rice genotypes displaying a quiescence or escape strategy for flooding
tolerance. Annals of Botany, London, v. 107, p. 1335-1343, 2011.



90

PATEL, P. K. et al. Flooding: abiotic constraint limiting vegetable productivity.
Advances in Plants & Agriculture Research, Edmond, v. 1, n. 3, p. 1-9, 2014.

PENNELL, R. I.; LAMB, C. Programmed cell death in plants. Plant Cell,
Rockville, v. 9, p. 11571168, 1997.

PEREIRA, F. J. et al. Atividade do sistema antioxidante ¢ desenvolvimento de
aerénquima em raizes de milho 'Saracura'. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, v. 45, n. 5, p. 450-456, 2010.

PEREIRA, F. J. et al. Evolugdo da anatomia radicular do milho 'Saracura' em
ciclos de selegdo sucessivos. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 43,
n. 12, p. 1649-1656, 2008.

PETROV, V. D.; VAN BREUSEGEM, F. Hydrogen peroxide: a central hub for
information flow in plant cells. AoB PLANTS, Oxford, v. 1, p. 1-13, 2012.

PIRRUNG, M. C. Histidine kinases and two-component signal transduction
systems. Chemistry & Biology, Cambridge, v. 6, p. 167-175, 1999.

POORTER, H. Plant growth analysis: towards a synthesis of the classical and
the functional approach. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 75, p. 237-
244, 1989.

PORTO, B. N. et al. Calcium-Dependent tolerant response of cell wall in maize
mesocotyl under flooding stress. Journal of Agronomy Crop Science, Oxford,
v. 199, p. 134-143,2013.

PURNOBASUKI, H.; SUZUKI, M. Aerenchyma tissue development and gas-
pathway structure in root of Avicennia marina (Forsk.) Vierh. Journal Plant
Research, Tokyo, v. 118, n. 4, p. 285-94, 2005.

QUAN, L. J. et al. Hydrogen peroxide in plants: a versatile molecule of the
reactive oxygen species network. Journal of Integrative Plant Biology,
Oxford, v. 50, n. 1, p. 2-18, 2008.

RAJHL L et al. Identification of genes expressed in maize root cortical cells
during lysigenous aerenchyma formation using laser microdissection and
microarray analyses. New Phytologist, Cambridge, v. 190, p. 351-368, 2011.



91

RAVANEL, S. et al. The specific features of methionine biosynthesis and
metabolism in plants. Proceedings National Academic Science, Washington,
v. 95, n. 13, p. 7805-7812, 1998.

RODIONOVA, N. A. et al. Formation of extracellular enzyme systems during
the growth of Geotrichum candidum3C on Cell walls isolated from cereal grain
coats. Applied Biochemistry and Microbiology, New York, v. 37, n. 5, p. 480-
482, 2001.

SAGI, M.; FLUHR, R. Production of reactive oxygen species by plant NADPH
oxidases. Plant Physiology, Bethesda, v. 141, p. 336340, 2006.

SAIRAM, R. K. et al. Physiology and biochemistry of waterlogging tolerance in
plants. Biologia Plantarum, Praha, v. 52, p. 401-412, 2008.

SARKAR, P.; GLADISH, D. K. Hypoxic stress triggers a programmed cell
death pathway to induce vascular cavity formation in Pisum sativum roots.
Physiology Plant, Berne, v. 146, n. 4, p. 413-26, 2012.

SCHMIDT, F. et al. Impacto do manejo da agua na toxidez por ferro no arroz
irrigado por alagamento. Revista Brasileira de Ciéncias do Solo, Vicosa, MG,
v. 37, p. 1226-1235, 2013.

SEAGO JUNIOR, J. L. et al. A Re-examination of the root cortex in wetland
flowering plants with respect to Aerenchyma. Annals of Botany, London, v. 96,
p. 565-579, 2005.

SELING, S. et al. Calcium deficiency in potato (Solanum tuberosum ssp.
tuberosum) leaves and its effects on the pectic composition of the apoplastic
fluid. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 109, p. 44-50, 2000.

SHABALA, S. et al. Expression of animal CED-9 anti-apoptotic gene in tobacco
modifies plasma membrane ion fluxes in response to salinity and oxidative
stress. Planta, Berlin, v. 227, p. 189-197, 2007.

SHABALA, S. Physiological and cellular aspects of phytotoxicity tolerance in
plants: the role of membrane transporters and implications for crop breeding for
waterlogging tolerance. New Phytologist, Cambridge, v. 3, p. 1-10, 2010.

SHABALA, S. Salinity and programmed cell death: unravelling mechanisms for
ion specific signaling. Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 60, n. 3,
p. 709-712, 2009.



92

SHOWALTER, A. M. Structure and function of plant cell wall proteins. The
Plant Cell, Rockville, v. 5, p. 9-23, 1993.

SILVA, S. D. A. et al. Inheritance of tolerance to flooded soils in maize. Crop
Breeding and Applied Biotechnology, Londrina, v. 7, n. 165-172, 2007.

SOUZA, K. R. D. Desenvolvimento de aerénquimas e atividade enzimatica
em raizes de milho sob encharcamento. 2010. 68 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2010.

SOUZA, T. C. et al. Early characterization of maize plants in selection cycles
under soil flooding. Plant Breeding, Berlin, v. 131, p. 493-501, 2012.

SOUZA, T. C. et al. Leaf plasticity in successive selection cycles of 'Saracura'
maize in response to periodic soil flooding. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, v. 45, n. 1, p. 16-24, 2010.

SOUZA, T. C. et al. Morpho-anatomical characterization of root in recurrent
selection cycles for flood tolerance of maize (Zea mays L.). Plant Soil
Environment, Praha, v. 55, n. 11, p. 504-510, 2009.

SOUZA, T. C. et al. Morpho-physiology and maize grain yield under periodic
soil flooding in successive selection cycles. Acta Physiology Plant, Heidelberg,
v. 33, p. 1877-1885, 2011.

SOUZA, T. C. et al. Morphophysiology, morphoanatomy, and grain yield under
field conditions for two maize hybrids with contrasting response to drought
stress. Acta Physiologiae Plantarum, Heidelberg, v. 35, p. 3201-3211, 2013.

STEFFENS, B.; SAUTER, M. G proteins as regulators in ethylene-mediated
hypoxia signaling. Plant Signaling & Behavior, Philadelphia, v. 5, n. 4, p. 375-
378, 2010.

STEFFENS, B.; STEFFEN-HEINS, A.; SAUTER, M. Reactive oxygen species
mediate growth and death in submerged plants. Frontiers in Plants Science,
Lausanne, v. 4, p. 179, 2013.

STEFFENS, B. The role of ethylene and ROS in salinity, heavy metal, and
flooding responses in rice. Frontiers in Plants Science, Lausanne, v. 5, n. 685,
p. 1-5, 2014.



93

STEPANOVA, A. N.; ALONSO, J. M. Ethylene signaling and response: where
different regulatory modules meet. Current Opinion in Plant Biology, London,
v. 12, p. 548-555, 2009.

SUBBAIAH, C. C.; SACHS, M. M. Molecular and Cellular Adaptations of
Maize to Flooding Stress. Annals of Botany, London, v. 91, n. 2, p. 119-127,
2003.

SUHARSONO, U. et al. The heterotrimeric G protein a subunit acts upstream of
the small GTPase Rac in disease resistance in rice. Proceedings of the National
Academy of Sciences, Washington, v. 99, p. 13307-13312, 2002.

SUZUKI, N. et al. Respiratory burst oxidases: the engines of ROS signaling.
Current Opinion in Plant Biology, London, v. 14, p. 691-699, 2011.

THEOLOGTIS, A. One rotten apple spoils the whole bushel: the role of ethylene
in fruit ripening. Cell, Cambridge, v. 70, n. 24, p. 181-184, 1992.

THIRUNAVUKKARASU, N. et al. Genome-Wide expression of transcriptomes
and their Co-Expression Pattern in Subtropical Maize (Zea mays L.) under
waterlogging stress. PLoS ONE, Cambridge, v. 8, n. 8, p. 1-12, 2013.

TORRES, M. A.; DANGL, J. L. Functions of the respiratory burst oxidase in
biotic interactions, abiotic stress and development. Current Opinion Plant
Biology, Oxford, v. 8, p. 397—403, 2005.

TROUGHT, M. C. T.; DREW, M. C. The development of waterlogging damage
in young wheat plants in anaerobic solution cultures. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v. 31, p. 1573-1580, 1980.

TSUKUDA, K. et al. Rice receptor for chitin oligosaccharide elicitor does not
couple to heterotrimeric G-protein: Elicitor response of suspension cultured rice
cells from Daikoku dwarf (d1) mutants lacking a functional G-protein a-subunit.
Physiology Plant, Berne, v. 116, p. 373-82, 2002.

TYAGI, S.; BRATU, D. P.; KRAMER, F. R. Multicolor molecular beacons for
allele discrimination. Nature Biotechnology, New York, v. 16, n. 1, p. 49-53,
1998.

UTHSCSA image tool: image processing and analyses program: version 3.0.
San Antonio: University of Texas, 2002. Disponivel em: <http://ddsdx.uthscsa.
edu/dig/itdesc.html>. Acesso em: 22 jun. 2014.



94

VANDENBUSSCHE, F. et al. Ethylene in vegetative development: a tale with a
riddle. New Phytologist, Cambridge, v. 194, p. 895-909, 2012.

VAN DOORN, W. G. Classes of programmed cell death in plants, compared
to those in animals. Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 62, n. 14,
p. 1-13,2011.

VAN DOORN, W. G.; WOLTERING, E. J. Many ways to exit? Cell death
categories in plants. Trends in Plant Science, Oxford, v. 10, p. 117-122, 2005.

VAN HAUTEGEM, T. et al. Only in dying, life: programmed cell death during
plant development. Trends in Plant Science, Oxford, v. 20, n. 3, p. 102-113,
Feb. 2015.

VAUCHERET, H. et al. Transgene-induced gene silencing in plants. The Plant
Journal, Oxford, v. 16, n. 6, p. 651-659, 1998.

VELIKOVA, V.; YORDANOV, I.; EDREVA, A. Oxidative stress and some
antioxidant systems in acid rain-treated bean plants. Protective role of
exogenous polyamines. Plant Science, Limerick, v. 151, p. 59-66, 2000.

VITORINO, P. G. et al. Flooding tolerance and cell wall alterations in maize
mesocotyl during hypoxia. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 36,
p. 1027-1035, 2001.

VOESENEK, L. A. C. J.; PIERIK, R. Plant stress profiles. Science, Washington,
v. 320, p. 880-881, 2008.

VOESENEK, L. A. C. J.; SASIDHARAN, R. Ethylene: and oxygen signalling —
drive plant survival during flooding. Plant Biology, Stuttgart, v. 15, p. 426435,
2013.

WALKER, D. et al. High endo-B-1,4-D-glucanase activity in a broad pH range
from the alkali- tolerant Nocardipsis sp. SES28. Word Journal of
Microbiology & Biotecnology, New York, v. 22, n. 7, p. 761-764, 2006.

WANG, F. et al. Isolation and characterization of novel cellulase genes from
uncultured microorganisms in different environmental niches. Microbiological
Research, Jena, v. 164, n. 6, p. 650-657, 2009.

WANG, K. L. C; LI, H.; ECKER, J. R. Ethylene biosynthesis and signaling
networks. The Plant Cell, Rockville, v. 14, p. 131-151, 2002. Suppl.



95

WATANABE, K. et al. Does suberin accumulation in plant roots contribute to
waterlogging tolerance? Frontiers in Plant Science, Lausanne, v. 4, n. 178,
p. 1-7, 2013.

WOLTERING, E. J.; VAN DER BENT, A.; HOEBERICHTS, F. A. Do plant
caspases exist? Plant Physiology, Bethesda, v. 130, p. 1764-1769, 2002.

WURGLER-MURPHY, S. M.; SAITO, H. Two-component signal transducers
and MAPK cascades. Trends in Biochemical Sciences, Amsterdam, v. 22,
p. 172-176, 1997.

XU, Q. T. et al. Process of acrenchyma formation and reactive oxygen species
induced by waterlogging in wheat seminal roots. Planta, Berlin, v. 238, n. 5,
p. 969-982, 2013.

YAMAUCHI T. et al. Aerenchyma formation in crop species: a review. Field
Crop Research, Oxford, v. 152, p. 8-16, 2013.

YAMAUCH]I, T. et al. Ethylene and reactive oxygen species are involved in root
aerenchyma formation and adaptation of wheat seedlings to oxygen-deficient
conditions. Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 65, n. 1, p. 261-273,
2014.

YAMAUCH]I, T.; RAJHI, 1.; NAKAZONO, M. Lysigenous aerenchyma
formation in maize root is confined to cortical cells by regulation of genes
related to generation and scavenging of reactive oxygen species. Plant
Signaling & Behavior, Philadelphia, v. 6, n. 5, p. 759-761, 2011.

YANG, C. Y. Hydrogen peroxide controls transcriptional responses of
ERF73/HREI and ADHI1 via modulation of ethylene signaling during hypoxic
stress. Planta, Berlin, v. 239, p. 877-885, 2014.

YANG, S. F.; HOFFMAN, N. E. Ethylene biosynthesis and its regulation in
higher plants. Annual Reviews Plant Physiology, Bethesda, v. 35, p. 155-89,
1984.

YORDANOVA, R. Y; POPOVA, L. P. Flooding-induced changes in
photosynthesis and oxidative status in maize plants. Acta Physiology Plant,
Heidelberg, v. 29, p.535-541, 2007.

ZANANDREA, L. et al. Tolerance of Sesbania virgata plants to flooding.
Australian Journal of Botany, Melbourne, v. 57, n. 8, p.661-669, 2010.



