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RESUMO

PORTO, Brenda Neves. Expressdo de genes SOD e PG em milho BRS 4154
submetidos a hipoxia na presenca e auséncia do célcio. 2010. 44 p.
Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG".

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os niveis de expressdo
dos genes SOD e PG, em plantulas de milho BRS 4154 (Saracura), relacionados
com o seu mecanismo de tolerancia a hipoxia, na presenca e auséncia de calcio,
por meio de PCR em Tempo Real. A germinacdo foi realizada em papel
germitest embebidos em agua ou solugdo de CaCl, (0,75% p/v), em camara de
germinacdo imida a 25 + 2°C, no escuro, por quatro dias. Apds esse periodo, o
alagamento foi realizado pela submersdo das plantulas em tubos de PVC com
tampado contendo ou ndo CaCl, (0,75% p/v), borbulhando-se nitrogénio gasoso
por 3 minutos. Os tubos foram vedados ¢ mantidos no escuro por quatro, cinco,
seis e sete dias. Para os controles (nfo alagados), os rolos foram mantidos na
camara de germinacdo. Apos cada periodo, parte dos mesocoétilos foram
coletados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C para analises
moleculares, a0 mesmo tempo outra parte foi acondicionada em FAA e para as
analises anatomicas, e o restante foram fixados em Karnovsky para as analises
de microscopia eletronica de transmissdo. A adi¢do de calcio exdgeno retardou o
aparecimento da constricdo no mesocétilo, prolongando a sobrevivéncia. Esse
aspecto foi observado na microscopia fotdnica pelo retardamento no
aparecimento de aerénquimas na regido do mesocoétilo em relagdo as amostras
sem esse cation no tampdo de alagamento. Sendo, nesse caso, a origem do
aerénquima esquizogena. Os dados relativos a microscopia eletronica de
transmissdo mostraram a total desestruturagdo da parede celular apds seis dias de
hipoxia na auséncia de calcio. No entanto, a presenca do célcio contribuiu para a
manuten¢do da integridade da parede celular em mesocétilos de plantulas
submetidas a sete dias de hipoxia. Paralelamente, nessa fase a expressdo do gene
PG por PCR em Tempo Real foi mais elevada devido a parede celular ainda se
apresentar intacta, e consequentemente disponibilizar substrato suficiente para
essa enzima. Na auséncia do calcio o pico da expressao dessa enzima foi numa
fase anterior, devido ao aparecimento precoce da constricdo. Tanto na presenga
do célcio quanto na auséncia a expressao do gene SOD ocorre possivelmente
porque o produto desse gene atua no sequestro de radicais livres formados em
periodos de estresse mais intenso.

* Comité Orientador: José Donizeti Alves — UFLA (Orientador), Paulo César Magalhies —
Embrapa Milho e Sorgo, Luciano Vilela Paiva— UFLA
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ABSTRACT

PORTO, Brenda Neves. Expression of SOD and PG genes in BRS 4154 maize
submitted to hypoxia in presence and abscence of calcium. 2010. 44 p.
Dissertation (Master in Plant Biotechnology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG".

The present work aimed to evaluate the expression levels of SOD and
PG genes, in maize plantlets BRS 4154 (Saracura), related with tolerance to
hypoxia mechanism, in presence and abscence of calcium, using Real Time PCR.
The germination was realized in germitest paper embebed in water or CaCl,
(0,75% w/v), in wet germination chamber at 25 + 2°C , in dark, during four days.
After this period the flooding was realized by plantlet submersion in PVC tubes
with buffer containing or not CaCl, (0,75% w/v), bubling with gaseous nitrogen
during 3 minutes. The tubes were closed and kept in dark for four, five, six and
seven days. The controls (without flooding) the rolls were kept in germination
chamber. After each period, part of the mesocotyls were collected in liquid
nitrogen and stored in freezer at -80°C for molecular analysis, and
simultaneously the other part were maintained in FAA for anatomical analysis,
and the remaining were fixed in Karnovsky for the transmission eletronic
microscopy. The addition of exogenous calcium retarded the constrition
appearing in the mesicotyl, extending the survival. This aspevt was observed in
optical microscopy by the delay of aerenchym appearing in the mesocotyl region
in relation to samples without this cation in flooding buffer. In this situation the
aerenchym origin was esquizogen. The results related to eletronic transmission
microscopy showed a total desestruturation of cell wall after six days of hypoxia
without calcium. Altough the calcium presence contributed to maintain the cell
wall integrity in mesocotyls submitted to seven days of hypoxia. Concomitantly,
in this phase the expression of PG gene by Real Time PCR was higher due the
cell wall stiil show intact, and consequently disponibilize enough substrate for
this enzyme. In the abscence of calcium the peak of the expression occured in a
previous phase, due the early appearing of the constriction. In both presence and
abscence of calcium, the SOD expression occur possibly because the product of
this gene is responsible to scavenger the free radicals formed in the period of
more intense stress.

* Guidance Committee: José Donizeti Alves — UFLA (Major Professor), Paulo César Magalhdes —
Embrapa Milho e Sorgo, Luciano Vilela Paiva — UFLA



1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L) ¢ uma espécie que pertence a familia Poaceae,
conhecida como familia das gramineas. E considerado o unico cereal nativo do
Novo Mundo, sendo a espiga mais antiga datada de 7.000 a.C, encontrada no
vale do Tehucan, na regido onde hoje se localiza o México. Desde entdo, o
homem promoveu a adaptacdo e domesticacdo desse cereal por meio da selegdo
visual no campo, considerando importantes caracteristicas, como por exemplo,
produtividade e resisténcia a doencgas originando, assim, as diversas variedades
conhecidas hoje (Ranere et al., 2009).

Cada regido do planeta possui suas proprias caracteristicas climaticas,
devido a grande diversidade de ambientes. Sendo assim, as caracteristicas do
solo e o regime de chuvas, quanto a drenagem, compactagdo e constitui¢ao,
podem levar a formacgdo de areas nas quais a agua se acumula por periodos
prolongados no solo e ainda aquelas que permanecem alagadas (Pereira et al.,
2008). O planeta possui cerca de 6% de suas areas continentais sujeitas ao
alagamento temporario e aos efeitos desse estresse. SO o Brasil possui cerca de
28 milhdes de hectares de solos de varzea (solos aluviais ¢ hidromorficos),
sendo que 12 milhdes estdo localizados na regido dos Cerrados e 500 mil
hectares somente no Estado de Minas Gerais (Magalhdes et al., 2008).

A baixa pressdo de oxigénio nos solos promovida pelo alagamento é um
dos estresses ambientais que reduzem o crescimento e a produtividade da cultura
do milho. Entretanto, existem cultivares que apresentam certa tolerancia a
hipoxia, seja por mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, alteracdes
morfologicas ou na expressao de genes, desviando o metabolismo para a via
anaerobica (Dantas et al., 2001; Ferrer et al., 2004).

O milho ¢ considerado uma cultura sensivel & hipoxia ou anoxia, o que

torna seu cultivo inadequado em regides que apresentem excesso temporario de



agua no solo (Purcino, 2001). Com essa preocupacdo ¢ com a possibilidade da
rotagdo de culturas com milho em planicies de inundagdo e zonas umidas, o
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo desenvolveu por meio de sele¢ao
fenotipica, uma variedade de milho conhecida como BRS 4154 (Saracura), que ¢
capaz de sobreviver, produzir e tolerar o alagamento temporario do solo
(Ferreira et al., 2008).

Com o objetivo de prolongar o tempo de exposi¢do de plantas a hipoxia,
tem sido utilizadas aplicagdes exdgenas de calcio (Subbaiah et al., 1994; Dantas
et al., 2001; Gouvéa, 2001; Purcino, 2001; Vitorino et al., 2001; Fries et al.,
2007). Estudos realizados anteriormente, pelos grupos Fisiologia
Vegetal/Universidade Federal de Lavras e Embrapa Milho e Sorgo, mostraram
que o fornecimento de calcio exogeno, durante o periodo de germinagdo,
prolongou a sobrevivéncia das plantulas de milho BRS 4154 (Saracura),
retardando a degradacao da parede celular, a qual foi apontada como sendo a
causa primaria da morte precoce dessas plantulas quando submetidas a hipoxia
(Vitorino et al., 2001; Dantas et al., 2001).

Posteriormente, Gouvéa (2001), em estudos de caracterizagdo da
tolerancia desse milho ao alagamento, observou que a adicao de calcio aumenta
a sobrevivéncia das plantulas quando submetidas ao alagamento, mas reduz o
desenvolvimento das mesmas. Segundo Purcino (2001), essa redugdo no
crescimento dessas plantulas, em presenca do calcio, foi atribuida a
extensibilidade celular por ndo haver diferencas no indice mitotico entre as
plantulas germinadas na ausé€ncia e na presenca desse elemento.

Diante da escassez de estudos moleculares envolvendo o milho BRS
4154 (Saracura), este trabalho foi desenvolvido baseado nos aspectos
fisiologicos e anatdmicos ja conhecidos dessa variedade e com o objetivo de

analisar os niveis de expressdo de alguns genes (PG e SOD), relacionados com o



seu sistema de tolerdncia a hipoxia, na presenga e auséncia de calcio, por meio

de PCR em Tempo Real.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho

O milho, Zea mays L., ¢ uma graminea pertencente a familia Poaceae,
que possui sete géneros, dos quais dois sdo nativos do hemisfério ocidental (Zea
e Tripsacum) e cinco da Asia. Originario da América Central, o milho
corresponde ao Unico cereal nativo do Novo Mundo. Sua domesticagdo comegou
em torno de 6.000 a 10.000 anos atras, a partir de uma graminea selvagem
(Teosinte) na regido onde hoje se situa o Sul do México (Després et al., 2003;
Doebley, 2004; Panaud, 2009).

Como resultado das sele¢des natural e artificial para a adaptagdo desse
cereal as diferentes condi¢des ecologicas, o homem conseguiu obter dos povos
mais antigos em torno de 300 variedades de milho. Nesse contexto, adiciona-se
ainda a diversidade de variedades intra-raciais ¢ a enorme quantidade de genes
identificados, tornando o milho a espécie botanica de maior diversidade genética
existente na natureza (Ranere et al., 2009).

Devido ao seu alto valor nutricional, composi¢do quimica e potencial de
produgdo, o milho ¢ um dos mais importantes cereais cultivados no mundo,
ocupando a terceira posi¢@o, abaixo apenas do trigo e do arroz. Além disso, ele ¢
considerado uma das espécies mais eficientes na conversdo de energia radiante
em biomassa, devido a sua grande capacidade de acumulagdo de fotoassimilados
(Baldo, 2007).

Segundo levantamento brasileiro da safra de graos 2009/2010, divulgado
pela Conab, a area com a primeira safra de milho 2009/2010 esta estimada em
8.281,0 mil hectares, com producdo estimada de 32.347,3 mil toneladas, com
redugdo de 3,9% em relagdo a safra passada (CONAB - Companhia Nacional de
Abastecimento , 2010). Quanto a producdo mundial de milho, estima-se que ela

atinja quase 805 milhdes de toneladas. O Brasil € o terceiro maior produtor de



milho, precedido pelos Estados Unidos e pela China (FAO - Food And
Agriculture Organization, 2009).

A maior parte do consumo de milho no Brasil ¢ destinada a produgdo de
racdo para alimentar aves e suinos (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 2006). Na industria, ¢ utilizado largamente na produgdo de elementos
espessantes, colantes e oleos. Recentemente, a Europa ¢ EUA tem incentivado
seu uso para producdo de etanol. Na alimentagdo humana, o milho é comumente
empregado na forma in natura, como milho verde; e na forma de subprodutos,

como pao, farinha e massas (Pinazza & Alimandro, 1998).

2.2 Milho BRS 4154 (Saracura)

O Brasil possui cerca de 28 milhdes de hectares de solos de varzea
(solos aluviais e hidromorficos), sendo que 12 milhdes estdo localizados na
regido dos Cerrados e 500 mil hectares somente no Estado de Minas Gerais
(Magalhdes et al., 2008). Esses solos de varzea resultam de alagamentos
periddicos que ocorrem na época das chuvas ou das cheias dos rios (Andrade et
al., 1999).

O alagamento ¢ provocado tanto por fatores naturais, tais como,
elevagdo dos niveis dos rios, acdo de tempestades, cheias periddicas e drenagem
inadequada do solo, quanto por fatores antropicos, como o excesso de irrigagao
(Kozlowski, 1997). Esse encharcamento do solo leva a redugdo das trocas
gasosas entre a planta e a atmosfera, uma vez que a difusdo dos gases ¢ 10000
vezes mais lenta na agua do que no ar (Armstrong, 1979). Essa situacao provoca
um decréscimo da concentracao de oxigénio no meio, gerando um ambiente
hipdoxico (auséncia parcial de oxigénio) ou anoxico (auséncia total de oxigénio)
ao redor da raiz (Jacson & Drew, 1984).

Nessas condic¢des, fica impossivel manter o metabolismo aerobico e a

producdo de energia suficiente para que a planta cresga adequadamente



(Kozlowski, 1997), gerando alteragdes em seu crescimento e desenvolvimento
(Crane & Davies, 1988). Outros processos afetados sdo a nutricdo mineral, a
produgdo e translocacdo de reguladores de crescimento, a fotossintese, a
respiragdo, a alocacdo de carboidratos, prejudicando a produtividade de varias
culturas comerciais implantadas em solos de vazea. Assim, dependendo da
duracdo e intensidade do estresse causado pela baixa concentragdo de oxigénio,
a planta pode até ser levada a morte (Kawase, 1987).

O milho ¢ considerado uma cultura sensivel a hipoxia ou anoxia, pelo
fato de nao apresentar mecanismos de tolerancia a essas condigdes, o que torna
seu cultivo inadequado, em regides que apresentem excesso temporario de agua
no solo (Purcino, 2001). Visando oferecer estratégias alternativas para a
resolucdo desse problema, a Embrapa Milho e Sorgo, iniciou em 1986 o
desenvolvimento de um composto de ampla base genética pela recombinagdo de
36 populacdes de milho, cujo objetivo era criar uma variedade capaz de suportar
periodos temporarios de encharcamento do solo, caracteristica inexistente nas
cultivares de milho disponiveis no mercado brasileiro. No décimo segundo ciclo,
ou seja, apos 12 anos de estudos, essa variedade foi lancada comercialmente sob
a sigla BRS 4154, milho ‘Saracura’ e atualmente se encontra no 18° ciclo de
selecdo (Parentoni et al., 1995). Essa variedade apresenta ciclo precoce, altura da
planta em torno de 235 cm, altura da espiga 132 cm, produtividade média de 5 a
6,5 t/ha, 6tima resisténcia ao acamamento e quebramento, grdo do tipo semi-

duro, cor laranja (Parentoni et al., 1997).

2.3 Parede celular

A parede celular é considerada o componente mais resistente dos tecidos
vegetais. E considerada por Carpita (1998), um compartimento dinidmico que ao
longo da vida da célula pode sofrer alteracdes. E constituida por uma parede

primdria formada na fase de crescimento durante a divis@o celular que ao longo



da expansdo celular aumenta sua area rapidamente, uma parede secundaria
formada apos cessar o crescimento celular pela diferenciagdo de varias células
no interior da parede celular primaria e uma lamela média rica em pectato de
calcio, presente na jungdo das paredes de células vizinhas (Taylor, 2008).

Os constituintes da parede celular primaria e da lamela média podem ser
classificados em varios tipos de moléculas poliméricas, como por exemplo,
celulose, hemicelulose, polissacarideos pécticos e proteinas, os quais variam em
conteido e estrutura quimica dependendo da espécie e do estddio de
desenvolvimento. De modo simplificado, a celulose tem a fungdo de conferir
rigidez e resisténcia, ja as hemiceluloses e as substincias pécticas conferem
elasticidade e plasticidade (Taylor, 2008).

Inouhe & Nevins (1997) observaram em paredes celulares de coledptilos
de milho que elas sdo constituidas por arabinose, xilose e glicose. A proporcao
de glicose, com o aumento da idade desses coledptilos teve um aumento
enquanto os niveis de arabinose e xilose decresceram.

A parede celular € essencial para a maioria dos processos de crescimento,
desenvolvimento, manutengdo e reprodugdo. Sendo também responsavel por dar
resisténcia mecénica as estruturas vegetais, promover a jun¢do das células
vizinhas, atuar como exoesqueleto controlando a forma das células e protegé-las

contra agressoes fisicas e quimicas (Taylor, 2008).

2.4 Estresse oxidativo

A baixa pressdo de oxigénio nos solos promovida pelo alagamento é um
dos estresses ambientais que reduzem o crescimento e a produtividade da cultura
do milho, uma vez que esse cereal é classificado como ndo tolerante a essa
condi¢do. Ainda assim, existe cultivares que apresentam certa tolerancia a
hipoxia, o que tem sido atribuido a presenca de diferentes mecanismos

bioquimicos e fisiologicos, tais como fechamento estomatico e também



alteracdes morfologicas, por formagdo de raizes adventicias e aerénquima no
mesocotilo e nas raizes, além da alteragdo na expressdo de genes que desvia o
metabolismo para a via anaerébica (Dantas et al., 2001; Ferrer et al., 2004). No
que se refere aos polipeptideos, a maioria deles foi identificada como enzimas,
cuja sintese é regulada em nivel transcricional e pos-transcricional (Chang et al.,
2000).

Um dos efeitos mais pronunciados do déficit de oxigénio esta
relacionado ao aciimulo celular de radicais livres, que passam a ser prejudiciais
ao organismo quando ocorre aumento excessivo na sua producao ou diminui¢ao
de agentes antioxidantes. Entende-se que radical livre seja um atomo, ou um
grupo de atomos, com elétrons ndo pareados na ultima camada eletronica, e sdo
intermedidrios ou produtores de reagdes enzimaticas, principalmente na
respiragdo e na fotossintese (Rice-Evans et al., 1991). O oxigénio tem papel
importante na producdo desses radicais livres, dando origem as chamadas
espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo mais frequentes nos processos de
estresse oxidativo. Entre as principais EROs destacam-se o radical superoxido
(0,), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto ('O, ) e o radical
hidroxila (OH") (Pastori & Foyer, 2002). Sob condi¢des fisiologicas normais, ha
producdo de EROs, porém as plantas possuem mecanismos que as mantém em
niveis reduzidos (Scandalios, 1993). Entretanto sua produgdo é aumentada em
decorréncia de varios tipos de estresse, como, por exemplo, a hipoxia. A falta de
oxigénio interfere diretamente na respiragdo e no transporte de elétrons,
ocorrendo a paralisagdo da fosforilacdo oxidativa e reducdo da carga energética.
Consequentemente, haverd um acumulo de poder redutor (NADH), que aliado a
baixa carga energética e a saturagdo da cadeia de transporte de elétrons, favorece
a formagdo das EROs (Vantoai, 1989).

Em plantas, esta bem caracterizado que, sob condi¢des de alagamento

do solo, ocorre um aumento descontrolado de radicais livres nas células. De



acordo com Blokhina et al. (2003), o acetaldeido, normalmente acumulado sob
essa condigdo estressante, pode funcionar como doador de elétrons ativando o
0," que, ao sofrer dismutagdo pela agdo da dismutase do superdxido (SOD),
forma H.O,, cujo nivel (desintoxicagdo) é regulado pela catalase, por diversas
peroxidases e pelo ciclo ascorbato-glutationa.

Para sobreviverem a esse tipo de estresse as plantas desenvolveram
sistemas de remocdo das EROs a partir do sistema antioxidante enzimatico,
caracterizado pelo aumento na atividade de enzimas antioxidantes, que incluem
a Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e enzimas do ciclo ascorbato-
glutationa, como a Ascorbato peroxidase (APX), Dehidroascorbato redutase
(DHAR) e Glutationa redutase (GR) (Jiménez et al., 1998).

A SOD ¢ a primeira enzima que faz parte do sistema antioxidante sendo
considerada uma enzima chave por remover o radical superoxido (O,7) e
controlar outras EROs. Essa enzima esta presente em todos os compartimentos
celulares susceptiveis ao estresse oxidativo (Bowler et al., 1992). Segundo
estudos de Yan et al. (1996), a atividade da SOD em folhas de milho aumentou
no primeiro dia de alagamento quando os niveis de O,” eram elevados, o que se
explica pelo fato dessa enzima ser induzida pelo substrato.

Além de ter baixo rendimento energético, a via anaerobica produz
substancias toxicas, como etanol e acido latico. Dessa forma, os mecanismos de
tolerdncia das plantas a baixa disponibilidade de oxigénio podem estar
relacionados com a formagao de aerénquimas e raizes adventicias, assim como a
expressdo de genes responsaveis pela sintese de enzimas do metabolismo de
carboidratos (Fries et al., 2007).

Durante a anoxia, o piruvato produzido pela glicdlise é inicialmente
fermentado a lactato. A producdo de protons pela glicolise e outras rotas
metabolicas, assim como o decréscimo da translocacdo de protons através da

membrana plasmatica e tonoplasto levam a uma diminui¢do do pH citossolico.



Com valores mais baixos de pH, a atividade da lactato desidrogenase (LDH) ¢
inibida e a piruvato descarboxilase (PDC) ¢ ativada, aumentando também a
atividade do alcool desidrogenase (ADH), conduzindo a um aumento na
produgdo de etanol e um decréscimo na produgdo de lactato. A indug¢do da ADH,
por consumir o piruvato e reciclar o NAD", permite a manutengdo da glicélise.
A rota de fermentagdo de etanol consome mais protons que a rota do lactato,
fazendo com que o pH citossolico aumente, acentuando assim a capacidade da
planta sobreviver sob anoxia (Ricard et al., 1994). A acidificacdo do citoplasma
¢ um dos maiores determinantes da intolerancia a deficiéncia de oxigénio (Drew,

1997).

2.5 Tolerancia do milho BRS 4154 (Saracura) a hipoxia

Desde seu langamento comercial, muitos autores, estudando essa
variedade, verificaram que sua taxa de sobrevivéncia em condi¢des de
alagamento ¢ superior a variedade BR 107, sensivel ao alagamento. Quando as
taxas do BR 107 foram proximas de zero, a taxa da variedade ‘Saracura’ foi de
73% apos quatro dias de estresse (Vitorino et al., 2001). E quando comparada a
uma variedade dos Estados Unidos tolerante ao alagamento mostrou que sua
taxa de sobrevivéncia é duas vezes superior a do milho norte-americano (Alves
et al., 2002).

Somente a partir do quarto dia de alagamento, as plantulas da variedade
BRS 4154 (Saracura) apresentaram queda em sua sobrevivéncia, quando foi
possivel observar, na regido do mesocétilo, um aspecto translucido, com intensa
lise celular. Com o prolongamento do estresse, as plantulas tornaram-se flacidas,
formando nessa regido uma forte constrigdo, responsavel pelo tombamento e
morte das mesmas. Esses sintomas também foram observados precocemente na
variedade BR 107, sugerindo que essas caracteristicas sdo o primeiro sinal de

irreversibilidade dos danos causados pela hipoxia (Vitorino et al., 2001). Saab &
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Sachs (1996) observaram em seus estudos que esse déficit de oxigénio provoca
um desarranjo dos componentes da parede celular.

Para que as plantas sobrevivam em um ambiente hipoxico, causado pelo
encharcamento temporario do solo, elas sofrem uma série de mudangas, as quais
sdo mencionadas por varios autores, como formagdo de raizes adventicias
superficiais (Kolb et al., 1998; Zeng et al., 1999) e de aerénquima (He et al.,
1994), sintese e ativagdo de enzimas como desidrogenase alcodlica e sintese da
sacarose (Andrews et al., 1994; Guglielminetti et al., 1995) e hipertrofia de
lenticelas (Kolb et al., 1998).

O aerénquima ¢ um tecido parenquimatico especializado onde se
desenvolvem grandes espagos intercelulares preenchidos por gases que se
estendem por todo tecido (Mauseth, 1988). Essa estrutura pode ter origem
esquizogena, quando surge por separagdo da parede celular ao longo da lamela
média, ou origem lisigena, quando surge por lise celular programada de maneira
constitutiva ou em resposta a um estimulo ambiental (Kawase, 1979; Schussler
& Longstreth, 1996; Kawai et al., 1998).

Segundo Mc Pherson (1939), a causa primaria do desenvolvimento
desses espacos intercelulares ¢ atribuida ao colapso das células corticais
decorrentes da perda de turgidez celular. Contudo, hoje se sabe que a hipoxia
estimula a produgdo de etileno que, por sua vez, provoca a indugdo de enzimas
que atuam no metabolismo de parede celular, culminando na formagdo dos
aerénquimas.

Aerénquimas de origem esquizogena sao formados por enzimas, como a
xiloglucano endotransglicosilase (XET), que atuam no afrouxamento da parede
celular (Saab & Sachs, 1996). J4 os aerénquimas de origem lisigena sdo
identificados por restos de parede celular no tecido (Kawase, 1979). De acordo
com He et al. (1996) a celulase faz parte de um complexo sistema envolvido na

morte programada de células. Observa-se entdo, que a atividade méaxima dessa
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enzima coincide com a formagdo de aerénquima (Kawase, 1979), sendo
totalmente perdida ap6s a completa degradagdo da parede celular (Panavas et al.,
1998). Esses autores ndo descartam, porém, o envolvimento de outras enzimas
degradativas de parede celular, como a poligalacturonase (PG) em estagios
iniciais deste processo.

Dantas et al. (2001) em estudos com plantulas de milho BRS 4154
(Saracura) observaram a formagdo de espagos intercelulares tanto em raizes
como na parte aérea, caracterizando os aerénquimas lisigenos. Esse fendmeno
demonstra uma adaptagdo anatdmica que favorece a sobrevivéncia dessas
plantulas expostas a hipoxia, uma vez que permite a retencdo e melhor
distribuicao dos gases ao longo de todo o tecido (Drew, 1997; Gunawardena,
2008).

Outra caracteristica de grande importancia para a adaptacdo de plantas
em ambientes alagados é a porosidade das raizes. Parentoni et al. (1995)
concluiram que a tolerancia a hipoxia do ciclo 4 do milho BRS 4154 (Saracura)
foi atribuida também ao aumento da porosidade da raiz. Adicionalmente, Pereira
et al. (2008) relataram que essa porosidade nas raizes ¢ um dos principais
mecanismos que as plantas de milho utilizam quando se encontram em
condi¢des de baixa concentragdo de oxigénio no solo.

Em estudo de raizes do milho BRS 4154 (Saracura), Pereira et al. (2008)
verificaram um aumento no didmetro das células corticais ao longo dos ciclos de
selecdo. O aumento de tamanho foi relacionado a reducdo do niimero de
camadas celulares corticais, com formac¢do de maiores espagos intercelulares e
uma difusdo continua de gases com o aerénquima formado, caracterizando
aumento da porosidade da raiz.

O aparecimento de raizes adventicias também ¢ outra adaptagdo

importante, pois permite a manutencdo da atividade metabolica oxidativa no
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sistema radicular, uma vez que esse sistema apresenta niveis mais elevados de

oxigénio (Pezeshki et al., 1996).

2.6 Atuacdo do calcio no aumento da tolerdncia do milho BRS 4154
(Saracura) a hipoxia
Com o objetivo de prolongar o tempo de exposi¢do de plantas a hipoxia,

tém sido utilizados varios métodos, como por exemplo, aplicagdes exdgenas de
hormonios (Ellis et al., 1999), agticares (Perata et al., 1997) e calcio (Subbaiah et
al., 1994; Dantas et al., 2001; Gouvéa, 2001; Purcino, 2001; Vitorino et al., 2001;
Fries et al., 2007).

O calcio é um elemento que estd presente em muitos processos
fisiologicos nos diferentes estadios de desenvolvimento das plantas e cuja
atividade depende de sua localizacdo e de sua concentracdo na célula. A fungdo
do calcio como elemento estrutural, tem sido objeto de varios estudos, ja que é o
unico elemento que apresenta atividade apoplastica (Selling et al., 2000). Esse
ion participa das ligagdes covalentes entre os grupos carboxilicos dos acidos
poligalacturénicos dificultando a ac¢do das enzimas de degradacdo (Damarty et
al., 1984; Grant et al., 1973). Essa associacdo forma pectatos de calcio, os quais
atuam como cimento entre as células, conferindo maior firmeza aos tecidos
vegetais. Dantas et al. (2001), Gouvéa (2001), Purcino (2001), Vitorino et al.
(2001) e Fries et al. (2007), em trabalhos conduzidos na Universidade Federal de
Lavras, mostraram que a adigdo de cloreto de calcio ao papel de germinagdo e ao
tampao de alagamento promoveu o aumento da sobrevivéncia das plantulas,
tanto da variedade BRS 4154 (Saracura) como da BR 107. Na auséncia do calcio,
o milho ‘Saracura’ suportou até dois dias de hipoxia, sem prejuizo na taxa de
sobrevivéncia, no entanto, na presenga do elemento sua sobrevivéncia aumentou
para quatro dias. Para a variedade BR 107, observou-se uma queda na sua

sobrevivéncia ja no primeiro dia de estresse na auséncia do calcio. No entanto,
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sua sobrevivéncia na presenca do calcio caiu lentamente durante todo o periodo
experimental.

Outra fungdo importante do calcio na fisiologia das plantas ¢ a sua
atuacdo como mensageiro secundario nas diferentes condi¢des de estresse
(Hepler & Wayne, 1985; Smallwood et al., 1999). Em condi¢des de deficiéncia
de oxigénio, a variacdo na concentragdo citoplasmatica desse elemento ativa
genes que codificam para o metabolismo anaerobico, como por exemplo, os
genes da celulase e da desidrogenase alcoolica (Subbaiah et al., 1994; He et al.,
1996). Existem relatos na literatura de que ap6s dois minutos em condi¢des de
anoxia ocorre elevagdo na concentragdo de calcio no citoplasma (Subbaiah et al.,
1994), estimulando a producao de etileno, que por sua vez, ativa a sintese da
celulase (He et al., 1996). Entretanto, estudos feitos por Dantas et al. (2001),
mostraram que esse aumento na atividade da celulase em presenca de calcio nao
resultou em maior desenvolvimento de aerénquimas. Tal fato se explica pela
menor disponibilidade desse elemento no substrato, uma vez que, quando
depositado na parede celular, forma pectatos de calcio, aumentando a
estabilidade da matriz péctica e diminuindo sua vulnerabilidade ao ataque pela
poligalacturonase (Lima, 1997).

O modelo mais aceito de ligag@o do calcio aos acidos poligalacturonicos
¢ do tipo “egg box” (Burns & Pressey, 1987). A ligag@o do célcio com a parede
celular ocorre através de ligagdes idnicas dos grupos carboxilicos livres dos
polimeros de &cidos urdnicos na parede celular (Siddiqui & Bangerth, 1996;
Saftner & Conway, 1998).

A aplicagdo de calcio exdgeno também tem estendido a vida de
prateleira de alguns frutos como resultado de uma maior estabilidade da parede
celular (Lima, 1997; Souza, 1998). A relagdo entre parede celular e calcio
explica a firmeza e o aumento da resisténcia dos frutos a invasdo por

microrganismos (Conway et al., 1995).
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A presenga do calcio causa inibigdo do crescimento das plantulas que
resulta da redugdo na divisdo ou na elongacdo das células que ocorre devido a
altera¢Oes na plasticidade da parede celular (Deuber, 1992). Segundo Purcino
(2001), no milho BRS 4154 (Saracura), a reduc¢ao no crescimento, em presenca
do calcio, foi atribuida a extensibilidade celular por ndo haver diferengas no
indice mitotico entre as plantulas germinadas na auséncia e na presenca desse
elemento.

Ap6s todos esses estudos, concluiu-se que o célcio retarda a atividade de
enzimas hidroliticas nas plantulas de milho sob hipoxia, fazendo com que os
sintomas de regido translucida e de constricdo no mesocotilo, relacionados com
o afrouxamento e degradacdo da parede celular, aparecam tardiamente na

presenca desse elemento.

2.7 PCR em tempo real

E uma ferramenta importante da biologia molecular que apresenta alta
sensibilidade e reprodutibilidade, com tempo de analise relativamente curto.
Além disso, apresenta um limite minimo de quantificacdo que chega a 50
picogramas, e em alguns casos, atinge até 100 fentogramas (Fajardo et al., 2008).

Em plantas, essa técnica tem sido utilizada para determinar o nimero
de insercdes de T-DNA em plantas transgénicas (Yi et al., 2008), detectar a
presenca de organismos geneticamente modificados em alimentos (Hernandes et
al., 2001), quantificar o nivel de transcritos em 6rgdos vegetais (Lammers et al.,
2001; Hernandes et al., 2001), estudar familias de genes (Jang et al., 2004;
Yokoyama et al., 2004) e verificar o perfil de expressdo de proteinas envolvidas
na transducdo de sinais, como por exemplo, a familia do gene CTR1 envolvida

na sinalizagdo do etileno (Adams-Phillips et al., 2004).
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Yi et al. (2008) utilizaram com sucesso a técnica de PCR em tempo
real para detectar o numero de copias de transgenes em algoddo (Gossypium
hirsutum).

Estudos com plantas transgénicas demonstram que a alteracdo na
expressao génica pode aumentar a tolerancia das plantas, e, além disso, sinais de
reconhecimento de estresse abiodtico, rotas de transduc¢do e ativadores da
transcrigdo estdo sendo elucidados, sendo que esses componentes iniciam e
controlam a expressdo de reagdes bioquimicas em varios pontos das rotas
metabolicas. Aliada a técnica de transcri¢ao reversa, a técnica de PCR em tempo
real pode ser ferramenta util na analise da expressdo de genes relacionados ao
estresse.

Em uma analise de PCR em tempo real ¢ necessario ao menos um gene
de referéncia endogeno, que da um valor estimado da quantidade total do DNA
na amostra, sendo que a amplificagio de sequéncias especificas e sua
quantificagdo relativa sdo baseadas nesses genes (Hernandes et al., 2001), que
deverdo possuir trés requisitos: ser especifico para a espécie, exibir baixo
numero de cdpias e baixa heterogeneidade entre cultivares (Ding et al., 2004).

A quantificagdo de cDNA em tempo real pode ser alcangada através de
sondas fluorogénicas ou por agentes intercalantes, como o SYBR Green
(Gachon et al., 2004). A tecnologia SYBR Green apresenta simplicidade e custo
relativamente baixo quando comparada as demais. E baseada no monitoramento
do aumento da intensidade de fluorescéncia apos cada ciclo de PCR, sendo que
esse aumento na fluorescéncia se deve ao fato do SYBR Green se ligar a fitas
duplas de DNA. Apresenta a vantagem de permitir a curva de fusdo do DNA
gerado, sendo que existem softwares para calcular a temperatura de fusdo (Tm)

do fragmento desejado apos a PCR (Fajardo et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

A germinacdo das sementes ¢ a inducdo ao estresse foram realizadas no
setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia, na Universidade
Federal de Lavras.

Os cortes anatdmicos e imagens de microscopia fotonica foram feitos no
Laboratorio de Anatomia Vegetal, no setor de Biologia, da Universidade Federal
de Lavras.

As imagens de microscopia eletronica de transmissao foram visualizadas
no Laboratoério de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural (LME), no
departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras.

As atividades laboratoriais de biologia molecular foram desenvolvidas
no Laboratério Central de Biologia Molecular (LCBM) também localizado na

Universidade Federal de Lavras.

3.2 Material vegetal
Para a realizacdo do presente trabalho, foram utilizadas plantulas de
milho de BRS 4154 (Saracura), Ciclo 18, desenvolvida pela Embrapa Milho e

Sorgo, a qual tolera periodos intermitentes de encharcamento do solo.

3.3 Germinacdo e inducéo a hipoxia

Vinte e cinco cariopses de milho tratadas com 1 gL' do fungicida
comercial CAPTAN 50% foram colocadas para germinar em rolos de papel
germitest embebidos em 4gua ou solucdo de cloreto de célcio (CaCl,) a 0,75%
(p/v). Os rolos permaneceram em camara de germinagao umida a 25 + 2°C, no

escuro, por quatro dias.
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Apoés esse periodo de germinacdo, as plantulas foram submersas em
tampao de alagamento contendo Tris SmM (trishidroximetilaminometano), 100
mg.L" de ampicilina, pH 8 ajustado com HCI (Saab & Sachs, 1996) ou o mesmo
tampao acrescido de CaCl, a 0,75% (p/v). Para isso, quatro rolos de papel de
germinagdo foram colocados em tubos de PVC de 75 mm de diametro e 40 cm
de altura, contendo 1,2 L do tamp&o. Para reduzir a pressdo de oxigénio no tubo,
tornando o ambiente hipoxico (3% v/v O, em N,), fez-se borbulhamento com
nitrogénio gasoso por 3 minutos (1 L.min"). Em seguida, os tubos foram
vedados ¢ mantidos no escuro por zero, quatro, cinco, seis e sete dias. No
tratamento controle os rolos foram mantidos em camara de germinagao.

Em cada periodo, foram coletadas amostras da regido do mesocaétilo,
colocadas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer a
-80°C para as analises moleculares. Ao mesmo tempo, amostras foram
acondicionadas em FAA para as analises anatomicas ou fixadas em Karnovsky
para as analises de microscopia eletronica de transmissao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes por periodo de avaliacdo. Cada repetigdo era composta

por 100 plantulas.

3.4 Anatomia

Para as analises anatomicas, os mesocoétilos de milho foram fixados em
FAA por 48 horas e posteriormente preservadas em etanol 70% GL para
posteriores cortes transversais em sua regidao mediana utilizando micrétomo de
mesa modelo LPC. Em seguida foi feita uma clarificagdo nesses cortes com
hipoclorito de sddio 50% por aproximadamente 3 minutos. Logo apds esses
cortes foram lavados em agua destilada, duas vezes, por 10 minutos. Na
sequéncia, foi realizada a coloragdo dos cortes com uma solugdo chamada de

safrablau composta por safranina 1% e azul de astra 0,1% na proporg¢do de 7:3.
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Novamente procedeu-se a lavagem com agua destilada para montagem das
laminas semipermanentes com glicerina a 50%. A vedacéo das laminas foi feita
com resina de nitrocelulose (Kraus & Arduim, 1997).

As laminas foram observadas em microscopio 6ptico Olympus BX 60
acoplado a uma cémara digital Canon A630, com a qual se fez as

fotomicrografias.

3.5 Microscopia eletronica de transmissédo (MET)

Para as analises em MET, os mesocotilos de milho foram fixados em
Karnovsky (1965) modificado, [(Glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%)]
durante 24 horas na geladeira. Posteriormente, as amostras foram lavadas trés
vezes por 10 minutos em tampao cacodilato 0,05 M e pos-fixadas em solucdo de
tetroxido de 6smio 1% por uma hora. Em seguida foi realizada a desidratagdo
em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%) por 10 minutos em cada um,
sendo que no gradiente 100% foi feita desidratacéo por trés vezes de 10 minutos.
Apos desidratagdo em acetona, foi realizada inclusdo em resina inicialmente a
30% por 8 horas e, em seguida, resina 70%. Apds 12 horas, as amostras
passaram duas vezes por resina 100% por 24 horas cada vez, sendo o material
colocado em molde adequado e conduzido para polimerizagdo em estufa a 70°C
por 48 horas. Apds esse tempo, os blocos foram acertados em forma de trapézio
de 1 mm de cada lado com auxilio de lamina. Depois foram realizados cortes
semifinos para identificacio do material. Em sequéncia cortados em
ultramicrétomo, as secc¢des ultrafinas foram conduzidas para telinhas e
procedeu-se a contrastagdo em acetato de uranila e citrato de chumbo (Bossola
& Russell, 1998; Alves, 2004).

A observagdo dos espécimes foi realizada em Microscopio Eletronico de

Transmissdo Zeiss EM 109, localizado no Laboratério de Microscopia
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Eletronica e Analise Ultra-estrutural (LME) no Departamento de Fitopatologia

da UFLA.

3.6 Extracdo de RNA

Todos os materiais utilizados para extragdo foram tratados com solucgdo
diethilpirocarbonato (DEPC) a 0,5% para inativar RN Ases.

Para isolamento do RNA foi utilizado como tecido vegetal mesocotilo de
milho. O método de extragdo utilizado foi o Concert, realizado de acordo com
manual: Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen), com algumas adaptagdes.
Para cada microtubo contendo aproximadamente 100 mg de tecido macerado
foram adicionados 500 pL do reagente Concert gelado (4°C) e homogeneizados
em vortex por 2 minutos. Em seguida, os tubos foram incubados por 10 minutos
a temperatura ambiente, deixados horizontalmente para maximizar a extragdo do
RNA. Apoés esse periodo, o material foi submetido a centrifugagdo por 5
minutos a temperatura de 4°C com velocidade de 12.000 g e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Foram adicionados 100 pL de NaCl 5 M e 300
uL de cloroférmio gelado e levados ao vortex por 1 minuto para homogeneizar.
Para separagdo das fases, as amostras foram submetidas a centrifugagdo durante
10 minutos a 4°C (12.000 g) e a fase aquosa superior foi transferida para um
novo tubo. Em seguida, foi adicionado um volume equivalente a fase aquosa de
isopropanol gelado (aproximadamente 550 pl) e os tubos foram
homogeneizados por inversdo. As amostras foram deixadas por 30 minutos no
freezer a -20°C para precipitacdo e, logo apos, foram centrifugadas por 25
minutos a 4°C (12.000 g). O sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com
600 pL de etanol 75% gelado e os tubos foram submetidos a centrifugagdo por 5
minutos a temperatura de 4°C (12.000 g). O liquido residual foi removido dos

tubos com a pipeta, os quais, ficaram em estufa a 24°C até secar. Em seguida, o
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RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua Milli-Q autoclavada e as amostras
foram armazenadas no freezer a -20°C.

Para avaliar a integridade das amostras extraidas, o RNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) corado com 1 pL de Brometo de
Etidio (0,5 pg/mL), posteriormente visualizado sob luz ultravioleta e a imagem
captada pelo fotodocumentador EDAS 290 (Kodak™). As amostras foram
quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000)

a A,qp nm com o objetivo de determinar a quantidade e qualidade.

3.7 Tratamento com DNAse

Todas as amostras foram tratadas com o kit Turbo DNA Free
(Ambion™) em uma reagdo contendo 10 pg de RNA total, 1 U da enzima
rDNAsel, 0,1 volume do tampdo DNasel 10 X e agua livre de DNase/RNase
para completar o volume de 50 pL. Essa reagdo foi incubada a 37°C por 30
minutos, em seguida adicionada 5 uL. da enzima DNAse inativation para inativar
DNAse. As amostras foram incubadas por 2 min, centrifugadas a 10.000 g por
1,5 minutos e transferido o sobrenadante (50 pL) para novos tubos.

Para a avaliacdo da integridade das amostras tratadas, o RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) corado com 1 pL de
Brometo de Etidio (0,5 pg/mL), posteriormente visualizado sob luz ultravioleta
e a imagem captada pelo fotodocumentador EDAS 290 (Kodak®™). As amostras
foram quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop” Espectrophotometer ND-

1000) a A4 nm com o objetivo de determinar a quantidade e qualidade.

3.8 Sintese cDNA
Para sintese do cDNA foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™) Inicialmente, o RNA foi preparado a uma

concentracao de 1 ug em um volume final de 10 pL. Em seguida, foi preparado
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um mix contendo 2 plL. do tampdo 10X da enzima, 0,8 pL do mix 25X dNTP
(100 mM), 2 pL do primer RT Random Primers 10X, 1 pL MultiScribe™
Reverse Transcriptase, e agua para um volume final de 10 pL/amostra. Para
cada soluc@o preparada de 10 uL. de RNA a 1 pg, foram acrescentados 10 pL
desse mix. Os tubos foram submetidos ao termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient, programado com trés etapas: 10 minutos a 25°C para o anelamento dos
primers; 2 horas a 37°C para agdo da enzima e 5 minutos a 85°C para inativa-la.

Posteriormente, as amostras foram conservadas no freezer a -20°C.

3.9 Desenho dos primers

Os primers utilizados neste estudo para analise de qRT-PCR foram
desenhados utilizando o programa “OligoPerfect™ Designer” (Invitrogen)
(Tabela 1). Os genes ADH e UBI foram utilizados como controles endogenos

constitutivos da reagdo.

TABELA 1 Primers utilizados na analise de qRT-PCR.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER A”EEE;:O”
ADH F SAGGACGCTGAGTTAAGACCS 104
ADH R 5CACATTTGGCAGATCAGTGC?’ 104
PG F 5CTTCAAGAACTCGCCGTTTTS 100
PG R 5GGTGTTTGGCGAATTCAAAGS 100
SODF 5 GGTTCATGAGCTTGAAGATGATTT3 100
SOD R 5CAGGCCAACAACACCACATS 100
UBIF 5AAGGCCAAGATCCAGGACAASJ 69
UBIR STTGCTTTCCAGCGAAGATGASJ 69

(F) sequéncia do primer forward. (R) sequéncia do primer reverse.
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3.10 PCR em tempo real (QRT-PCR)

Foi utilizado como template amostras de cDNA para analise da
expressdo génica quantitativa através do ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems™), pelo sistema de detec¢do SYBR Green, o qual se
baseia na capacidade intercalante desse fluoroforo as fitas duplas de cDNA.

Primeiramente foi realizado um ensaio de quantificacdo absoluta, onde
foi determinada a melhor dilui¢do apresentada para as amostras. Os cDNA
foram diluidos 1:5, 1:10, 1:25, 1:50 € 1/100.

Apoés determinar a diluicdo 1:5 foi realizado o ensaio da expressdo
relativa, através do método do Crcomparativo. As amostras foram processadas
em triplicatas com trés repeticdes biologicas.

As condigdes térmicas da rea¢do foram: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos
a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e
finalizando com 1 segundo a 95°C. Os dados foram analisados no programa
7500 Fast Software (Versao 2.1). Para cada reagdo, foram utilizados 1 pL de
cDNA, 0,2 uL de cada primer e 5,0 pL de Power SYBR" Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™). A reagdo foi completada com 3,6 pL de agua
Milliq autoclavada, para um volume final 10,0 pl/amostra.

Para o calculo da expressdo, primeiramente, cada amostra foi
normalizada com a média dos controles endogenos, utilizando a equagdo ACt =
Cr (gene alvo) - Ct (controle enddgeno) e a quantificagdo relativa foi obtida pela
formula 2 “*“T. A linha de corte (Threshold) foi definida manualmente.

Apoés serem analisados, os dados gerados pelo programa 7500 Fast
Software (Versdo 2.1) foram exportados para o programa Microsoft Excel, para
realizacdo dos calculos de ACT, AACT e da quantificacdo relativa (RQ) para a

posterior constru¢ao dos graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia do calcio na germinacdo das plantulas de milho BRS 4154
(Saracura)
Observou-se que as plantulas submetidas a quatro dias de germinagao,

sob influéncia do calcio, apresentaram reducdo em seu crescimento em

comparagdo as plantulas germinadas na auséncia desse elemento (Figura 1).

\ R )

FIGURA 1 Aspecto geral de plantulas de milho BRS 4154 (Saracura) apos a
germinagdo. Plantulas germinadas na auséncia (A) e presenga (B) de
calcio.

Esse resultado foi primeiramente verificado por Gouvéa (2001), ao
estudar a influéncia de diferentes solugdes salinas na germinagdo de plantulas de
milho. O autor observou redugdes na ordem de 55% e 18% na presenga de calcio
e de manitol respectivamente, sugerindo que essa reducdo possa ter ocorrido
pelo fato do célcio ser tanto um componente osmotico da propria solugdo quanto
um elemento estrutural da parede celular. Purcino (2001) confirmou esse
resultado, mostrando que o calcio influencia diretamente no crescimento celular,

sem, no entanto promover alteragdes na citocinese, uma vez que esse ion atua
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como elemento estrutural diminuindo a extensibilidade celular. Fries et al.
(2007) observaram que a adi¢do da solugdo de calcio ao papel de germinagao
reduziu o ganho de massa seca das plantulas de milho. Diferengas no
crescimento da parte aérea foram pronunciadas a partir do terceiro dia de
germinacdo, enquanto que diferencas significativas no crescimento das raizes
passaram a ocorrer do segundo dia em diante. A partir do quinto dia, o
crescimento foi semelhante, mantendo a diferenga adquirida anteriormente.
Purcino (2001) também sugere que essa maior sobrevivéncia das
plantulas de milho ‘Saracura’ germinadas na presenc¢a de calcio, esta relacionada
a uma menor exportacdo de acucares soluveis totais nos primeiros dias apos a
germinacdo, atrasando, com isso, o desenvolvimento dessas plantulas as quais
conservam assim suas caracteristicas embriondarias possuindo maior tolerancia
ao estresse. Isso tudo ocorre porque a substituicio da agua pelo calcio na
germinacdo leva a uma preservagdo das reservas na cariopse, comprometendo o

crescimento das plantulas.

4.2 Influéncia do célcio na sobrevivéncia das plantulas de milho BRS 4154
(Saracura) submetidas a hipoxia
Plantulas de milho alagadas na auséncia de calcio, somente

sobreviveram por um periodo de seis dias. Na presenca desse elemento, este
periodo se estendeu para sete dias. Acima desses periodos, as plantulas sofreram
queda acentuada na sua sobrevivéncia.

Aos seis dias nas duas condigdes, as plantulas apresentaram um aspecto
translicido, na regido do mesocétilo, formado por uma aparente lise celular
(Figura 2B e C). No primeiro caso, a regido translicida estava em estado bem
avancado, as plantulas estavam muito flacidas, ¢ havia também, uma forte
constrigdo na regido do mesocdtilo translucido, que foi responsavel pelo
tombamento ¢ morte das mesmas (Figura 2B). Ja na presenga do calcio, o

aspecto translicido do mesocétilo se encontrava ainda nos estadios iniciais de
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formagdo (Figura 2C) e os demais eventos descritos, s6 ocorreram um dia depois,
ou seja, aos sete dias de estresse. Esses resultados mostraram claramente que o

calcio retardou o desenvolvimento desta regido translicida, que ¢ o primeiro

sinal indicativo da irreversibilidade dos danos causados pela hipoxia.

FIGURA 2 Aparéncia do mesocétilo de plantulas de milho BRS 4154 (Saracura)
submetidas a diferentes periodos de hipoxia. A: Mesocétilo normal
(apos germinagdo). B: Mesocétilo translicido com constrigdo (seis
dias sem calcio). C: Mesocoétilo translucido (seis dias com calcio).
SETA PRETA: Mesocoétilo. SETA LARANIJA: Constrigao.

Saab & Sachs (1996) durante estudo do envolvimento de enzimas no
metabolismo de parede celular e suas relagdes com o desenvolvimento de
aerénquima em plantulas de milho sob hipoxia observaram que essas plantulas
desenvolviam zonas amolecidas no mesocotilo, as quais, evoluiam para toda a

planta. Assim sendo, sugeriram que a baixa concentragdo de oxigé€nio no meio
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provoca desarranjos dos componentes da parede celular, causados pela acao de
genes induzidos por essa condigdo de estresse que € responsavel pelo
afrouxamento e degradagdo da parede celular. Vitorino et al. (2001) também
observaram a presenca desses mesmos sintomas e sugeriram que a aplicacio de
calcio tanto na germinagdo quanto no tampao de alagamento, proporciona um
aumento na sobrevivéncia das plantulas de milho BRS 4154 (Saracura) com
nove ciclos de selegdo. Para esses autores tal elemento retardou a lise celular no
mesocotilo dessas plantulas, provavelmente pela manutencdo da integridade da
parede celular.

Corroborando aos resultados de Vitorino et al. (2001), Dantas et al.
(2001) e Gouvéa (2001) atribuiram o aumento na sobrevivéncia das plantulas de
milho BRS 4154 (Saracura) a presenga de célcio no tampao de alagamento, uma
vez que esse elemento tem papel estrutural, conferindo maior resisténcia as
paredes celulares. Consequentemente ha redugdo de sintomas caracteristicos de
plantulas em baixa concentragdo de oxigé€nio, como a presenca de constrigdo na
regido do mesocotilo, devido ao aumento na atividade de enzimas relacionadas
ao afrouxamento e degradacao da parede celular nessas condig¢des.

No entanto, de acordo com Purcino (2001) a presencga do calcio induz
uma maior tolerdncia ao alagamento porque mantém ativo o metabolismo de
carboidratos, caracterizado em seu trabalho pela degradacdo do amido. Essa
maior tolerdncia é caracterizada pela exportacdo de agtlicares soluveis totais da
cariopse e expressdo de genes, cujos produtos, atuam diretamente como

mantenedores do metabolismo anaerdbico.

4.3 Influéncia do célcio na anatomia das plantulas de milho BRS 4154
(Saracura) submetidas a hipoxia
Antes do alagamento, ndo foi possivel observar, independentemente do

calcio, aerénquimas na regido do mesocotilo das plantulas (Figura 3A e 3B).

Com o estresse hipoxico, foi possivel observar, nessa regido, aerénquimas aos
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seis dias na auséncia do calcio (Figura 3C) e aos sete dias na presenca desse
elemento (Figura 3D). Neste trabalho, foi possivel observar, que o aparecimento
de aerénquimas na regido do mesocétilo tem origem esquizogena, ou seja, surge

a partir de um afinamento na espessura da parede celular.

FIGURA 3 Formagdo de aerénquimas na regido do mesocotilo de plantulas de
milho BRS 4154 (Saracura) submetidas a diferentes periodos de
hipoxia. A: Apds germinacdo na auséncia de calcio. B: Apos
germinacdo na presenca de calcio. C: Seis dias de hipoxia na
auséncia de célcio. D: Sete dias de hipoxia na presenga de calcio.

Aumento de 40X. A barra preta corresponde a 50um. Seta:
Aerénquima.

De uma maneira geral, a formacao de aerénquima nas raizes, ¢ vantajosa
em plantas que se desenvolvem em ambientes hipoxicos porque diminui a

resisténcia de difusdo de oxigénio entre os 6rgdos aerados e nao aerados (Drew,
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1997). Dessa maneira, mesmo que o ambiente externo esteja com baixa
concentragdo de oxigénio, ou até mesmo anoxico, internamente o mesocotilo
encontra-se aerado. Quando os aerénquimas nao se desenvolvem, a quantidade
de energia produzida é muito pequena, dificultando o desenvolvimento da planta
e induzindo sua senescéncia precocemente (Yen & Yang, 1998). Entretanto, no
presente caso, o desenvolvimento dessa estrutura na regido do mesocotilo foi
prejudicial, uma vez que provocou o tombamento e morte prematura das
plantulas na auséncia do calcio.

A andlise em microscopia eletronica de transmissdo revelou que a
parede celular de mesocotilo de plantulas de milho germinadas na auséncia de
calcio (Figura 4A) estava mais fina que aquelas germinadas na presenga do
elemento (Figura 4B). Observou-se também que a parede celular do mesocoétilo
de plantulas de milho alagadas por seis dias na auséncia do calcio, mostrou-se
ainda mais estreita e totalmente desestruturada (Figura 4C). Este avancado
estado de desestruturagdo da parede pode ter sido responsavel pela formagao da
constricdo na regido do mesocotilo (Figura 2B) causando o tombamento e a
morte das plantas. Nesse caso, € possivel inferir que este estreitamento da parede
celular enfraquece a parede celular e leva a um amolecimento naquela regiao
que foi também observado por Saab & Sachs (1996) e Vitorino et al. (2001).

Com o calcio presente no tampao de alagamento, foi constatado aos sete
dias de estresse, um estreitamento da parede celular (Figura 4D) em relagdo ao
controle (Figura 4B), porém sem a desestruturagdo detectada aos seis dias
quando as plantas foram submetidas ao estresse na auséncia deste ion (Figura
4C). Nesse caso, porém, foi observada nessa ocasido, a constri¢do na regido do
mesocotilo. Esses resultados mostram que o calcio, retardou, por um dia, o
aparecimento da constri¢do na regido do mesocoétilo mantendo as células ainda
com suas paredes estruturadas. O aparecimento da constricdo e o consequente

tombamento das plantulas deram-se entdo, tdo somente em fungdo do
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afinamento da parede celular. A fungdo do calcio como elemento estrutural, tem
sido objeto de varios estudos, ja que € o Unico elemento que apresenta atividade
apoplastica (Selling et al., 2000). Esse ion participa das ligagdes covalentes entre
os grupos carboxilicos dos acidos poligalacturénicos dificultando a acdo das
enzimas de degradagdo (Damarty et al.,, 1984; Grant et al., 1973). Essa
associacdo forma pectatos de calcio, os quais atuam como cimento entre as

células, conferindo maior firmeza aos tecidos vegetais.

500nm,~

FIGURA 4 Imagens de microscopia eletronica de transmissdo da parede celular
de mesocotilos de plantulas de milho BRS 4154 (Saracura)
submetidos a diferentes periodos de hipoxia. A: Apds germinacdo
na auséncia de calcio. B: Apds germinagdo na presenga de calcio. C:
Seis dias de hipoxia na auséncia de calcio. D: Sete dias de hipoxia
na presenga de calcio. SETA AMARELA: Parede -celular
desestruturada. SETA VERMELHA: Parede celular rigida.
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Esses resultados mostram que o milho ‘Saracura’, até o 18° ciclo de
selecdo, continua reagindo de maneira eficaz a baixa disponibilidade de oxigé€nio
no meio. Mostram também que a presenga de calcio, tanto na germinagdo quanto
no tampao de alagamento retarda o aparecimento do aspecto translucido e da
constricdo no mesocotilo prolongando a sobrevivéncia das plantulas a essa

condi¢do de estresse.

4.4 Expressdo quantitativa relativa dos genes PG e SOD no mesocotilo das
plantulas de milho BRS 4154 (Saracura) submetidas a hipoxia
Na presenga do calcio, as expressdes dos genes PG ¢ SOD na regido do

mesocotilo, ocorreram em niveis mais elevados que aqueles observados quando
este elemento estava ausente, porém com o mesmo padrdo (Figura 5). Em ambos
os casos, foram altos antes do alagamento, caindo a seguir até cinco ou quatro
dias, com e sem calcio, respectivamente. A seguir, aumentou até o final das
avaliagOes, aos sete dias para as plantas que estavam alagadas na presenga de
calcio e seis dias para aquelas que estavam na auséncia do elemento.

Logo ap6s a germinagdo, independentemente do célcio, os genes PG e
SOD apresentaram altos niveis de expressdo na regido do mesocétilo (Figura 5).
A enzima poligalacturonase, produto da expressdo desse gene atua
proporcionando maior flexibilidade para a parede celular o que permite o
crescimento ¢ desenvolvimento da plantula logo apds a germinacdo da semente.
Ja a superdxido dismutase, enzima ligada ao estresse oxidativo que normalmente
ocorre durante a germinagdo das plantulas em camera imida, atua sequestrando
possiveis radicais livres formados nesse periodo.

Com a imposi¢do da hipoxia, ocorreu uma queda acentuada na
expressdo desses genes aos cinco e quatro dias, nas plantas submetidas ao
estresse na presenga ¢ auséncia de calcio, respectivamente. A seguir, a expressao
desses genes voltou a aumentar até o final do periodo de avaliagdo, que se deu,

respectivamente, aos sete ¢ seis dias de estresse para as plantas com e sem calcio.
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(Figura 5). Ja foi bem documentado que o prolongamento do estresse hipoxico
aumenta a produgdo de radicais livres, que pode levar a morte precoce de plantas
(Zanandrea et al., 2009). No caso presente, foi observado que o milho BRS 4154
(Saracura) conseguiu sobreviver por um dia a mais quando o calcio estava
presente no tampao de alagamento. Esta maior tolerancia ao estresse hipoxico,
possivelmente esta ligado a alta expressdo do gene SOD na regido do mesocotilo
dessas plantas. Nesse caso, a ativagdo do gene SOD possivelmente foi seguida
pela sintese da enzima superoxido dismutase altamente ativa, que foi
responsavel por uma captura mais eficiente dos radicais livres fazendo com que
as plantulas na presenga do calcio, sobrevivessem por mais tempo nessa
condigao.

A alta expressdo do gene PG ao final do periodo de imposi¢do da
hipoxia, possivelmente levou a sintese da poligalacturonase, o que possibilitou a
desestruturagdo dos componentes pécticos da parede celular. Esse fato confirma
as observagoes de Vitorino et al. (2001) que mostraram a geracdo de substincias
de baixo peso molecular quatro dias apds a hipoxia.

As andlises de microscopia revelaram que aos seis dias de hipoxia na
auséncia do célcio, ja era possivel observar na regido do mesocétilo, uma regido
translicida com uma forte constricdo (Figura 2B), a presenca de aerénquimas
(Figura 3C) e células com paredes muito estreitas e altamente desestruturadas
(Figura 4C). Na presenca desse ion, a regido translucida também foi detectada
aos seis dias de estresse, ainda que nos estadios iniciais de desenvolvimento
(Figura 2C). Por outro lado, o aparecimento de aerénquimas naquela regido,
ocorreu um dia depois (Figura 3D) onde se observou células com parede celular
bem estruturada, ainda que mais estreita que antes da imposicdo do estresse
(Figura 4D).

O aumento da expressdo do gene PG no mesocotilo aos seis dias de

estresse, na auséncia do calcio (Figura 5), possivelmente levou a sintese de uma
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enzima altamente ativa que, ao atuar sobre a parede celular, levou a sua
desestruturagdo (Figura 4C) causando a morte das plantulas. Nessa mesma
ocasido, o mesocotilo de plantulas de milho alagadas na presenca do célcio
apresentou niveis minimos de expressdo do gene da PG. Esse fato pode explicar
o aparecimento da regido translucida aos seis dias de estresse sem a constri¢ao,
uma vez que parede celular, apesar de mais fina, ainda se encontrava estruturada
pelos efeitos positivos do célcio na sua composicao (Figura 4D). Por outro lado,
com sete dias de estresse na presenga do calcio, quando ja se podia observar
nitidamente a regido translicida com a constricdo do mesoéfilo, resultado do
estreitamento da parede celular, a expressdo do gene PG estava em niveis
elevados (Figura 5). Esta ativagdo génica gerou poligalacturonase ativa que
provocou o afrouxamento e ao inicio de degradacdo da parede celular em niveis
suficientemente fortes para causar a contricdo na regido, sem a desestruturagao
da parede celular que no caso, estava fortalecida pelo calcio.

Embora a expressdo do gene PG, na presenca do calcio, fosse
aproximadamente 100 vezes maior do que na auséncia, observa-se que ocorreu
apenas um afinamento na parede celular, a qual se manteve estruturada. Esta
estruturacdo da parede celular, possivelmente tenha ocorrido, devido ao restrito
acesso da enzima, apenas nas cadeias lineares dos acidos poligalacturdnicos, que
ficam na parte mais externa da parede celular. Isso acontece porque a aplica¢ao
de calcio exdgeno promove aumento tanto no nivel desse elemento na parede
celular, como no citosol (Subbaiah et al., 1994) e a maior concentracdo desse
elemento no citosol provavelmente elevou a sintese das enzimas de parede
celular induzidas pelo etileno. O calcio quando depositado na parede celular,
forma pectatos de calcio, aumentando a estabilidade da matriz péctica e
diminuindo sua vulnerabilidade ao ataque pela PG (Lima, 1997). Para haver a

total desestruturacdo da parede celular, como ocorreu na auséncia do calcio,
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deve ocorrer a atuacdo de outra enzima, a pectina metilesterase, nos pectatos de

calcio.
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FIGURA 5 Perfil da expressdo quantitativa relativa dos genes SOD e PG na
regido do mesocotilo, por PCR em tempo real (qQRT-PCR) em
diferentes periodos de estresse hipoxico na presenca e auséncia de
calcio.
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5 CONCLUSOES

O calcio quando presente nos tampdes de germinagdo e alagamento
aumentou a tolerancia do milho BRS 4154 (Saracura) ao estresse hipoxico. Esse
aumento na tolerancia foi devido ao fortalecimento da parede celular, fato esse
que ndo ocorreu quando ele estava ausente. Nesse ltimo caso, observou-se que
as plantulas apresentaram com antecedéncia de um dia, uma regido translucida
com uma forte constricio do mesocétilo. Esses eventos ocorreram na mesma
regido onde se verificou uma alta expressdo dos genes PG e SOD, responsaveis
pelos produtos génicos poligalacturonase e superoxido dismutase
respectivamente. Dados provenientes da microscopia fotdnica e eletronica de
transmissdo mostraram que a primeira enzima ao atuar sobre a parede celular,
provoca um estreitamento da mesma, ¢ que na auséncia do calcio, leva a
formagdo de aerénquimas e a uma forte desestruturagdo da parede celular que
provoca o aparecimento de contricdo no mesocoétilo e com isso o tombamento e
morte das plantulas. Na presenca do calcio, a exce¢do da desestruturacio da
parede celular, todos os eventos também ocorreram, porém com um dia de atraso.
Este aumento na tolerancia das plantulas a hipoxia pelo calcio, se deve aos seus
efeitos positivos na estruturacdo da parede celular. J4 a superoxido dismutase,
pode ter atuado sequestrando radicais livres e com isso evitando o colapso
celular até o sexto e sétimo dias, quando da auséncia e presenca do calcio,

respectivamente.
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