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RESUMO

As plantas sdo constantemente expostas a estresses bibticos e abidticos que afetam
a sua produtividade, desenvolvimento e crescimento. O desequilibrio entre a
geracdo de espécies reativas de oxigénio e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante provoca o estresse oxidativo. Este estudo teve como objetivo observar
a acao da poliamina putrescina (PUT) e seu efeito no estresse oxidativo em hibridos
de milho DKB 390 e BRS 1030 - resistente e sensivel, respectivamente - sob
condic&o de déficit hidrico. Foram realizadas analises do crescimento da parte aérea
e da raiz, da acdo das enzimas ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase
(GPX), superodxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Também foram avaliados os
teores de aminoacidos, amido, acUcares sollveis totais e acucares redutores. Duas
situacdes foram simuladas para a avaliacdo dos efeitos desse déficit: uma ausente
de limitacdo hidrica, cujos tratamentos foram agua (controle), putrescina 10 uM,
putrescina 100 uM e putrescina 500 pM. E outra com inducéo do déficit hidrico (-0,6
MPa) de manitol nas solu¢cdes juntamente com a adicdo da putrescina nas
concentragcbes putrescina 10 pM, putrescina 100 pM e putrescina 500 uM e um
tratamento somente com agua e manitol. Tanto a parte aérea quanto as raizes do
hibrido DKB cresceram significativamente mais que o BRS, em todos os
tratamentos. A enzima SOD teve maior atividade nas raizes de hibridos sensiveis,
principalmente sob maiores niveis de putrescina, fora da condicdo de déficit. A GPX
mostrou maior atividade nas raizes de DKB em todos os tratamentos, em
comparacao ao BRS. Os dois hibridos apresentaram pouca alteracdo de catalase.
Nas raizes, o hibrido DKB teve maior atividade em apenas dois tratamentos. Na
parte aérea houve diferenca somente em BRS e nenhuma em DKB. Maiores
concentra¢gfes de aminoacidos foram encontradas tanto nas raizes como na parte
aérea de BRS com a aplicacdo de putrescina sob déficit hidrico. Para os teores de
amido, foram notadas diferencas apenas quando comparadas as partes aéreas
entre os hibridos na auséncia de estresse com putrescina. Em relacdo aos acucares
sollveis totais, somente as raizes de BRS obtiveram aumento com a aplicacdo de
putrescina sob déficit hidrico. Nos acgucares redutores houve pouca diferengca em

ambos os hibridos tanto na parte aérea como nas raizes.

Palavras-chave: Poliaminas. Enzimas. Antioxidante. Déficit hidrico. Milho.



ABSTRACT

Plants are constantly exposed to biotic and abiotic stresses that affect their
productivity, development and growth. The imbalance between the generation of
reactive oxygen species and the performance of antioxidant defense systems causes
oxidative stress. This study aimed to observe the action of putrescine polyamine
(PUT) and its effect on oxidative stress in hybrid hybrids DKB 390 and BRS 1030 -
resistant and sensitive, respectively - under water deficit condition. Analyzes of shoot
and root growth, the action of the enzymes ascorbate peroxidase (APX), guaiacol
peroxidase (GPX), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were performed.
The contents of amino acids, starch, total soluble sugars and reducing sugars were
also evaluated. Two situations were simulated to assess the effects of this deficit:
one without water limitation, whose treatments were water (control), 10 pM
putrescine, 100 uM putrescine and 500 puM putrescine. And another with induction of
the water deficit (-0.6 MPa) of mannitol in the solutions together with the addition of
putrescine in the concentrations of putrescine 10 uM, putrescine 100 uM and
putrescine 500 uM and a treatment with only water and mannitol. Both the aerial part
and the roots of the DKB hybrid grew significantly more than the BRS, in all
treatments. The SOD enzyme had greater activity in the roots of sensitive hybrids,
mainly under higher levels of putrescine, outside the deficit condition. GPX showed
greater activity on DKB roots in all treatments, compared to BRS. The two hybrids
showed little change in catalase. In the roots, the DKB hybrid had greater activity in
only two treatments. In the aerial part there was a difference only in BRS and none in
DKB. Higher concentrations of amino acids were found both in the roots and in the
aerial part of BRS with the application of putrescine under water deficit. For starch
contents, differences were noted only when comparing the aerial parts between the
hybrids in the absence of stress with putrescine. In relation to total soluble sugars,
only the roots of BRS increased with the application of putrescine under water deficit.

In reducing sugars, there was little difference in both hybrids in both shoot and roots.

Keywords: Polyamines. Enzymes. Antioxidant. Water deficit. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O estresse hidrico juntamente com o aumento da temperatura, resultante das
mudancas climaticas provoca um impacto negativo no rendimento das culturas e no
futuro este impacto podera ser mais severo (TUBEROSA et al., 2002). Estima-se
que a populagdo mundial atinja 9,7 bilhdes de pessoas até 2050 e aproximadamente
49% das regibes afetadas pelo déficit hidrico poderdo ser utilizadas para cultivo
(ROSEGRANT, 2016). Assim, uma compreensdo dos mecanismos envolvidos na
tolerancia das plantas ao estresse hidrico é fundamental. As espécies reativas de
oxigénio (EROs) sao formas parcialmente reduzidas ou ativadas de oxigénio
atmosférico. Sao consideradas subprodutos inevitaveis do metabolismo aerdbico
gue acompanham a vida na terra desde o surgimento dos organismos fotossintéticos
gue evoluem com oxigénio, cerca de 2,2 a 2,7 bilhdes de anos atras (MITTLER et
al., 2011).

A producdo de EROs é importante em diversos processos da célula como a
sinalizacdo celular e defesa contra infeccao, porém esta mais relacionada a danos
aos elementos celulares (POSPISIL, 2009). Quando n&o neutralizadas, as
concentracbes aumentadas de EROs podem levar a destruicdo oxidativa da célula
causando danos as membranas, proteinas, moléculas de DNA e RNA em um
processo denominado estresse oxidativo (MITTLER, 2002). Entretanto, enzimas
desintoxicantes de EROs que atuam nas células atenuam esse processo (MITTLER
et al., 2004).

No sistema vegetal estdo presentes diversas substancias endégenas que sdo
indutoras ou modeladoras para a realizagdo de processos fisioldgicos. A poliamina é
uma delas, sendo caracterizada por carga positiva, com a capacidade de se ligar a
diferentes macromoléculas; como fosfolipidios de membrana, acidos nucleicos,
proteinas, residuos constituintes da parede e outras por¢cdes com dominio carregado
negativamente. O principal funcionamento das poliaminas est4d atribuido a
estabilizacdo da membrana biologica, propensas a danos oxidativos sob diferentes
estresses abidticos (ALCAZAR et al., 2006). No presente trabalho foi utilizada a
poliamina putrescina.

A putrescina é considerada a poliamina mais comum, e é produzida
diretamente a partir da ornitina acida ndo protogénica, por meio da atividade da

ornitina descarboxilase ou indiretamente através da arginina descarboxilase



(ALCAZAR et al., 2010). Foi relatado que a putrescina aumenta a resisténcia das
plantas em diferentes estresses abidticos e bidticos (CAPELL; BASSIE; CHRISTOU,
2004). O teor total de putrescina nas plantas esta diretamente relacionado a
tolerancia a seca. Independentemente da quantidade de espermidina e espermina a
putrescina oferece melhoria da resisténcia & seca nas plantas (ALCAZAR et al.,
2010).

Também foi relatado que o acumulo de putrescina aumenta a tolerancia a
seca, uma vez que os niveis de espermina e espermidina ndo aumentaram durante
o periodo de desidratacdo (ESPASANDINS et al., 2014). Acredita-se que a
biossintese de poliaminas, especialmente a de putrescina, pode melhorar a
tolerancia abidtica ao estresse das plantas em comparacdo com as nao tolerantes
(HUSSAIN et al., 2011). O efeito direto de putrescina na manutenc¢ao da integridade
da membrana tem uma capacidade distinta de estabilizar a estrutura das
membranas da célula vegetal durante estresses bidticos e/ou abidticos (TASSONI;
ANTOGNONI; BAGNI, 1996; SCHUBER, 1989). Esses efeitos podem ser
alcancados por meio de suas propriedades antioxidantes e neutralizantes acidas
(BORELL et al., 1997; ZHAO; YANG, 2008).

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Buscar um melhor uso da agua a fim de atingir boas técnicas de manejo do

sistema solo-agua-planta-atmosfera em resposta a oscilacao de niveis hidricos.

1.1.2 Objetivos especificos

Verificar se o milho pode adquirir uma maior tolerancia ao déficit hidrico por meio
da poliamina putrescina, visto que déficit hidrico é o estresse que mais afeta a
produtividade das culturas no mundo e é esperado que as secas aumentem em

intensidade e frequéncia em razao das mudancas climaticas globais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO MILHO

O milho é uma monocotiledénea que ocorre na familia das gramineas
(Poaceae), tribo Maydeae, género Zea, cientificamente intitulado de Zea mays L. e
esta distribuido em todas as partes do globo (FANCELLI; DOURADO NETO, 2003).
O mais antigo espécime de milho € originario de Guila Naquitz, Estado de Oaxaca,
México (PIPERNO; FLANNERY, 2001). Sua domesticacdo aconteceu entre 5.000 a
10.000 anos atras, possivelmente no Vale de Oxaca (Estado de Oxaca), Vale de
Balsas (Estados de Michoacan e Guerrero) e estado de Tamaulipas posteriormente
atingindo o sudoeste dos Estados Unidos (WANG et al, 1999; PIPERNO;
FLANNERY, 2001; SMITH, 2001). Pesquisas utilizando espécimes oriundas dos
seus locais de origem e sua domesticacdo realizada inicialmente com células,
enzimas e genes, demonstraram a origem tendendo para Zea mays subespécie
parviglumis, (PIPERNO; FLANNERY, 2001).

O milho € um alimento consumido em todos os continentes. Na Europa e
América do Norte é utilizado na fabricacdo bebidas e alimentos como cerveja,
“snacks” e cereais matinais (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). ALAM et al. (2003)
demonstraram que o milho possui um nivel superior de proteinas dentre os cereais
quando comparado ao arroz, por exemplo, entre outros. E classificado como uma
das culturas essenciais praticadas no mundo e s&o cultivados aproximadamente
150,4 milhdes de hectares todos os anos, resultando em aproximadamente de 812
milhdes de toneladas.

O Brasil encontra-se como 3° maior produtor de milho no mundo e 2° maior
exportador (CONAB, 2018). O milho, distribuido entre a primeira, segunda e terceira
safras, devera alcancar 98,4 milhdes de toneladas (CONAB, 2019).
Aproximadamente 70% da producdo mundial sédo destinados a alimentacdo animal.
Em paises desenvolvidos essa porcentagem pode chegar a 85%. Somente 15%, de

forma direta ou indireta, sdo destinados ao consumo humano (PAES, 2006).
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2.2 DEFICIT HIDRICO

A fim de aprimorar o0 emprego da agua nas plantas, pesquisadores buscam um
melhor entendimento das implicacbes do estresse hidrico no desenvolvimento,
crescimento e producdo de culturas. A decorréncia dos efeitos de um déficit hidrico
esta relacionada principalmente com o ciclo fenolégico em que a cultura é induzida
juntamente com o periodo de tempo e sua intensidade. A possibilidade em reger
estudos com o propésito de se utilizar 4gua nas culturas deve-se aos sistemas de
distribuicdo de agua e a sua grande variacdo de intensidade de execu¢do. De modo
que seja possivel tanto o excesso quanto os déficits (GOMIDE; CARVALHO;
RODRIGUES, 1989).

Uma das grandes dificuldades enfrentadas pelos produtores de milho é a
seca, que diminui a taxa fotossintética posterior ao florescimento. Isso promove
adaptacdes nas estratégias metabdlicas da espécie como armazenamento de
nutrientes na regido do colmo, com posterior utilizacdo no enchimento dos graos de
acordo com o grau do estresse vivenciado (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).
Devido a deficiéncia hidrica em determinadas localidades brasileiras tornam-se
necessario estudos criteriosos para uso eficaz da agua (HALE; ORCUTT, 1987). O
impacto negativo dos veranicos prejudica o desenvolvimento da cultura do milho
podendo causar reducdo no crescimento radicular devido a natureza acida dos
subsolos (CHAPMAN et al., 2000). Através das condi¢cdes de nivel de estresse da
cultura, solo, estagio fisiologico e clima, as relacdes fonte-dreno podem ser
modificadas (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). O rendimento dos grédos de
milho foram consideravelmente afetados pelo estresse hidrico segundo CAKIR
(2004) e BEIRAGI et al. (2011).

O déficit hidrico é responsavel pelo menor nimero de graos por espiga e
também o nimero de espigas por planta. Estes sdo os mais prejudicados visto que
esta fase € um periodo critico da cultura (BERGAMASCHI et al., 2004). Estudos
realizados por BEIRAGI et al (2011) demonstraram que quando a por¢éo de agua no
solo atingiu 80%, foi verificado uma redu¢cdo média de 71,54% no rendimento dos
graos. As linhagens tolerantes a deficiéncia hidrica demonstraram uma maior
eficiéncia no uso da agua (MAGALHAES et al., 2009). A perturbacéo de diversos
processos bioldgicos pode ser atribuida ao estresse hidrico causando um impacto

negativo no crescimento das plantas; limitando o fator de acoplamento, o ATP e
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inibindo a fotossintese. (TEZARA et al., 1999) podendo prejudicar a condutancia
estomatica e diminuir o acesso ao CO:2 (TAlZ; ZEIGER, 2002). Além disso, o
fornecimento eficiente de agua é essencial para a extensibilidade da parede celular
e o turgor celular, fundamentais para o desenvolvimento e o crescimento natural das
plantas (BLUM, 2011).

2.3 MECANISMOS DE TOLERANCIA

As plantas respondem e se adaptam as tensGes ambientais por meio de
diferentes processos bioquimicos, fisiologicos e moleculares. Para um
aperfeicoamento da produtividade das culturas é Util entender as respostas das
plantas as condi¢cdes adversas (LAWLOR, 2012). Ao longo da evolugdo as plantas
aprimoraram diversas habilidades de defesa, como manutencdo de um elevado
potencial hidrico dos tecidos e sincronizacdo das fases mais sensiveis do
desenvolvimento, como a fase reprodutiva.

As plantas também podem conciliar a aquisicdo aprimorada de &gua
empregando um sistema radicular profundo com a diminuicdo da perda de agua
limitando a transpiracéo. Mecanismos de tolerancia & seca incluem a manutencgéo do
turgor por meio do arranjo osmotico, melhora da elasticidade celular e reducdo do
tamanho das células, assim como a tolerancia a dessecacdo via tolerancia
protoplasmatica (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SEKI, 2003; SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). A ativagcdo da respiragcdo, o fechamento
estomatico, a repressdo do crescimento celular e da fotossintese sdo alguns
exemplos dessas respostas. Podem ocorrer acumulo de osmolitos e proteinas
(SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SEKI, 2003; BARTELS; SUNKAR, 2005;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Os mecanismos reguladores compreendem sensores de estresse, vias de
sinalizacdo, que incluem um circuito de reacdes protéico-proteicas, fatores de
transcricdo, motores e por fim as proteinas ou metabdlitos de saida. As principais
caracteristicas de tolerdncia ao estresse, segundo as abordagens classicas de
reproducdo sdo os locos de caracteristicas quantitativas (QTLs), dificultando a
selecdo genética de caracteristicas (BARTELS; SUNKAR, 2005). A contribuicdo

relativa de distintas respostas a tolerancia e a importancia de uma determinada
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resposta ao estresse de uma determinada espécie encontram-se bastante
desconhecidas (BOSCAIU; VICENTE, 2017).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo atomos ou moléculas extremamente reativas. I1Sso ocorre
devido ao ndo emparelhamento e numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletrénica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
Devido a sua capacidade de reagir com qualquer composto em sua Ultima camada,
ele passa a ter funcdo de oxidacdo. Os radicais livres agem como mediadores na
transferéncia de elétrons em diversas reacdes quimicas no decorrer dos processos
metabdlicos. E um processo fisiologico e constante que realiza fungdes bioldgicas
essenciais para o metabolismo, contudo pode tornar deletério quando em excesso
(MENDEZ; RODRIGUEZ, 1997).

As plantas séo especialmente prolificas na producdo de espécies reativas de
oxigénio em virtude do aparato fotossintético. Com isso, 0s mecanismos de defesa
antioxidante também precisam ser efetivos (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SHAMI;
MOREIRA, 2004). De fato, os antioxidantes encontrados em diversos alimentos
possuem a funcdo de agir indiretamente em sistemas enzimaticos, neutralizar a
acao, prevenir e reparar os danos provocados pelos radicais livres. A vitamina E, a
glutationa, os carotendides, o &cido Urico e a vitamina C possuem ac¢ao antioxidante
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; PAPAS, 1999).

O equilibrio entre a producdo e desintoxicacdo de EROs é sustentada por
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (MITTLER, 2002). Os componentes
enzimaticos compreendem varias enzimas antioxidantes como, por exemplo, a
superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX), a
guaiacol peroxidase e a ascorbato peroxidase (APX) (ASADA, 1999; MITTLER,
2002; MITTLER et al., 2004). Os componentes nao enzimaticos incluem os
principais tampdes redox celulares ascorbato (AsA) e glutationa (GSH) bem como
tocoferol, carotendides e compostos fendlicos (MITTLER et al., 2004; GRATAO et
al., 2005; SCANDALIOS, 2005). A diminuicdo do dano oxidativo esta intimamente
relacionada ao aumento das atividades enzimaticas. Quanto maior o nivel de

toler&ncia contra estresses abidticos mais altos os niveis de expressao de enzimas



14

antioxidantes. A protecdo contra danos oxidativos se deve a ativacdo de algumas
enzimas (ROSA et al., 2010; BONIFACIO et al., 2011; RIBEIRO et al.; 2012).

2.5 POLIAMINAS

As poliaminas sdo moléculas pequenas, policatibnicas e essenciais para o
crescimento e a sobrevivéncia de todos os organismos. Nas plantas, a putrescina, a
espermidina e a espermina sdo as mais abundantes. Estdo envolvidas em varios
processos de crescimento e desenvolvimento incluindo estimulagédo da diviséo
celular, resposta a estresses ambientais, regulacdo da rizogénese, embriogénese,
desenvolvimento floral e senescéncia (EVANS; MALMBERG, 1989; KAKKAR;
SAWHNEY, 2002; KUSANO et. al, 2008; ALCAZAR et. al, 2010; TAKAHASHI,
KAKEHI, 2010). As poliaminas estdo presentes em um grupo maior chamado de
aminas bioativas. S8o produzidas a partir dos aminoécidos arginina e ornitina sendo
a putrescina a precursora obrigatoria na formacdo das demais poliaminas (HALASZ
et al., 1994; GLORIA, 2005).

A natureza catibnica da poliaminas |hes permite interagir com varias
macromoléculas, incluindo &acidos nucléicos, proteinas e fosfolipidios (TUN et al.,
2006). Interage também com hormdnios e moléculas sinalizadoras. Elas regulam
processos e eventos fisiolégicos e de desenvolvimento (TUN et al., 2006;
ARASIMOWICZ-JELONEK; FLORYSZAK-WIECZOREK; KUBIS", 2009; LI; GONG;
XU, 2014). Essas moléculas evitam a perda de agua durante a fotossintese e podem
ser encontradas nos tilacdides do cloroplasto. S&o essenciais na sintese de
proteinas contribuindo no processo de tradugédo (KOTAKIS et al., 2014).

Embora as poliaminas sejam encontradas em todos os dominios da vida, a
mais abundante na natureza € o 1,4-diaminobutano, comumente chamado de
putrescina (PUT), que, juntamente com 1,5-diaminopentano, cadaverina (CAD),
deve seu nome ao odor nocivo de cadaveres em putrefacdo. A putrescina pode ter
uma fung¢éo na manutencao do pH intracelular durante a germinacdo de sementes. A
larga escala de hidrolise de macromoléculas no endosperma pode causar um
desbalanco na concentragdo de H+ intracelular e o concomitante acumulo de
putrescina pode ser um mecanismo compensatorio para a manutencdo do pH
intracelular (GALSTON; KAURSAWHNEY, 1995). Tem sido demonstrado que as
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poliaminas sdo alguns dos principais atores durante o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como resposta a estresses abibticos e bidticos
(JIMENEZ-BREMONT et al., 2014; MINOCHA; MAJUMDAR; MINOCHA, 2014,
TIBURCIO et al., 2014; LIU et al., 2015).

2.6 PRIMING DE SEMENTES

O priming de sementes € uma técnica de hidratacdo controlada que promove a
introducdo de moléculas com a finalidade de iniciar processos metabolicos sem que
haja a germinacdo das sementes. Assim, conciliando e padronizando o periodo de
germinacdo, além de ser um dos tratamentos mais efetivos em curto prazo
(FAROOQ et al.,, 2009; ZHENG et al.,, 2015). Os estudos realizados na ultima
década indicam evidéncias que o priming € uma abordagem eficiente para estimular
respostas de defesa celular relacionadas a estresses bidticos e abioticos. As vias de
sinalizacdo celular sdo ativadas através do estresse abibtico, acarretando uma
resposta contraria ao estresse. De forma semelhante a técnica de priming de
sementes emprega-se a mesma via de sinalizacdo para sensibilizar, provocando o
acumulo de proteinas sinalizadoras inativas. Desse modo, quando a semente
sensibilizada € submetida a um estresse acontece uma segunda cascata de
sinalizacdo, aumentando o sinal da transdug¢do e ocasionando uma ativacdo mais
rapida das respostas de defesa (CONRATH et al., 2006)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CURVA DE EMBEBICAO

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados dois hibridos de milho:
um resistente (DKB 390) e outro sensivel (BRS 1030) expostos ao estresse hidrico.
Para estabelecimento da curva de embebicdo foram utilizadas 4 repeticbes para
cada hibrido, contendo 25 sementes cada, em placas de Petri forradas com papel
filtro previamente pesado e umedecido com agua destilada (2,5 vezes o peso seco
do papel). As placas contendo as sementes permaneceram em camara de
germinacao do tipo B.O.D., sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro a 30°C. A avaliacdo das placas se deu a cada 6 horas. Dessa forma, as
sementes eram levemente secas e pesadas, e os papéis filtro eram trocados e
novamente umedecidos. Esta avaliacdo prosseguiu até que se verificasse
rompimento do tegumento (AVILA; BRACCINI DE LUCCA; SCAPIM, 2007).

3.2 PRIMING DAS SEMENTES E CONDICOES DE CULTIVO

ApOs o estabelecimento da curva de embebicdo, as sementes foram
submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes de putrescina (0, 10, 100 e
500 puM) por 20 horas. Em seguida, 25 sementes foram dispostas em rolos
compostos por trés folhas de papel Germitest® umedecidos com agua e solucéo de
manitol a -0,6 MPa em volume correspondente a 2,5 vezes o peso do rolo de papel
de acordo com a Regra de Analise de Sementes (2017). Os rolos montados foram
dispostos em béqueres, cada béquer perfazendo um tratamento com 4 rolos (ou
seja, 4 repeticdes) e os sistemas foram fechados em sacos plasticos para evitar a
evaporacdo da agua. A germinacdo foi monitorada por 7 dias, e as observacdes
realizadas e notadas a cada 12 horas. As sementes foram dispostas em rolos de
papel (MAPA, 2017).

O comprimento da raiz principal e da parte aérea foram medidos com o
paquimetro digital (Digimess Digital Caliper) apos 7 dias de germinacéo. Parte aérea
e raizes foram separadas e armazenadas em biofreezer a -80°C para andlises

posteriores.



17

3.3 ANALISES DAS ENZIMAS DO SISTEMA ANTIOXIDANTE

Amostras da parte aérea e raizes foram homogeneizadas em quatro volumes
de tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 contendo 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF e 5% de
polivinilpirrolidona (PVPP) em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a
12000 g por 30 minutos e o sobrenadante usado para determinagédo da atividade
enzimatica. O conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Bradford
(1976) usando albumina soro bovina como padrdo e a atividade enzimatica de
acordo com GARCIA-LIMONES et al., (2002).

A atividade da superdéxido dismutase (SOD) foi determinada por sua
capacidade de inibir a reducdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium. A mistura de
reacao foi formada por tampéao fosfato 50 mM pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13 mM de
metionina, 75 pM de NBT, 2 uM de riboflavina e diferentes volumes do extrato
enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo de riboflavina e a absorbancia
determinada ap6s 12 minutos de incubacdo a temperatura ambiente sob luz
continua. Uma unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe
50% da taxa de reducao do NBT.

A atividade da guaiacol peroxidase (GPX) foi determinada através do
acompanhamento da mudanca de absorbéncia a 470 nm causada pela reducéo do
guaiacol (¢ = 26,6 mM™ cm™). A mistura de reacéo foi formada por tamp&o fosfato
100 mM pH 6,5, 15 mM de Guaiacol, 0,05% (v/iv) de H,O, e diferentes
concentracdes do extrato enzimatico.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo consumo de H,0O;
acompanhado pela queda da absorbancia a 240 nm. A mistura de reacao foi
formada por tampéao fosfato 50 mM pH 7,0, 20 mM de H,0, e diferentes volumes do
extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo do H,0; (¢ = 36 mM™ cm™).
Uma unidade de CAT foi definida pela quantidade de enzima necessaria para
decompor 1 umol min™ de H,0,.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminuicdo
da absorbancia do ascorbato (¢ = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm. A mistura de reacao foi
formada por tampéo fosfato 50 mM pH 7,0, ascorbato de sodio 0,25 mM, H,O, 5
mM e diferentes volumes do extrato enzimatico. A reacéo foi iniciada pela adicdo do
H,0O,. Uma unidade de APX foi definida pela quantidade de enzima que oxida 1umol

min de ascorbato.
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3.4 ANALISE DOS AMINOACIDOS, ACUCARES E AMIDO

Amostras da parte aérea e raizes (200mg) foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. Para extracdo dos metabdlitos o material vegetal
foi macerado em 2 ml de solucdo de metanol/cloroférmio/agua (12:5:3, v/v) e
incubado a temperatura ambiente por 24 horas. Ap0s esse periodo as amostras
foram centrifugadas a 1.500G por 30 minutos e o sobrenadante foi misturado com
cloroféormio e agua (4:1:1,5, viv). A fase aquosa foi usada para analise de
aminoécidos e acUcares soluveis totais. O amido foi extraido a partir do pellet
oriundo da centrifugacao pela incubacdo com &acido perclérico 30%. As amostras
foram armazenadas em nitrogénio liquido até o momento da analise (MCCREADY et
al., 1950; YEMM; WILLIS, 1954; PUIATTI; SODEK, 1999).

3.5 ANALISE DO CONTEUDO DE AMINOACIDOS

O conteudo total de aminoéacidos foi determinado de acordo com Yemm e
Cocking (1955). Aliquotas dos extratos foram adicionadas a &gua destilada
totalizando 1 ml. Posteriormente 1,7 ml dos seguintes reagentes foram adicionados:
tampao citrato de sédio 0,2 M pH 5 (0,5ml), ninhidrina 5% em meticelossolve (0,2 ml)
e KCN 2% em metilcelossolve (1 ml). Essa mistura foi submetida a agitacdo e
aquecida a 100°C por 20 minutos. Apoés o resfriamento a temperatura ambiente, 1,3
ml de etanol 60% foi adicionado as amostras e a absorbancia a 570 nm
determinada. Foi realizada a quantificacdo com base em curva padrdo de glicina

previamente plotada.

3.6 ANALISE DOS ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E AMIDO

Os acucares soluveis totais foram determinados atraves de aliquotas da fracéo
aguosa obtida, misturadas a agua totalizando 1 ml e misturadas a 2 ml do reagente
de antrona (20 mg de antrona, 500 pL de 4gua e 10 ml de H,SO,4 concentrado). As

amostras foram agitadas e posteriormente aquecidas a 100°C por 5 minutos. A
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absorbancia foi determinada em 620 nm e a quantificagéo feita com base em curva
padréo de glicose (YEMM; WILLIS, 1954).

O conteudo de amido foi determinado com o precipitado obtido da extracdo dos
metabdlitos primarios foi adicionado 1 ml de éacido perclorico 30%. As amostras
foram agitadas ocasionalmente por 10 minutos e a partir da solugcéo obtida foi
determinado o teor de amido pela reagcdo com antrona da mesma forma como
descrito acima (MCCREADY et al., 1950).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Andlises de variancia de uma via foram utilizadas para cada um dos
tratamentos, em cada um dos parametros avaliados. Diferencas significativas (p <
5%) foram analisadas a posteriori pelo teste de Tukey. O desenho experimental foi
de amostras totalmente aleatorizadas, testando-se oito tratamentos (i.e. oito niveis,
ortogonais, fixos: putrescina em 0, 10, 100 e 500 pM, e putrescina na presenca de
estresse hidrico em 0, 10, 100 e 500 uM), sobre os parametros de produtividade
(sistema radicular e parte aérea), atividade enzimatica, sintese de aminoacidos e

producdo de agucares (totais e sollveis).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparado ao BRS 1030, os resultados dos comprimentos de raiz e parte
aérea de DKB 390 séo estatisticamente maiores (Figura 1). Quando submetido ao
déficit hidrico e com aumento da concentracdo putrescina, DKB apresentou maior
crescimento no comprimento na por¢cdo radicular. Com o0 objetivo de
estabelecimento inicial, plantas tolerantes tendem a estimular seu crescimento
radicular atingindo camadas mais profundas do solo (FAROOQ et al., 2009). Essa
caracteristica é evidenciada em DKB quando demonstrado o aumento no
comprimento da raiz comparada ao controle exposto ao déficit hidrico (DE SOUZA et
al, 2014). Sob déficit hidrico, a atividade da putrescina no hibrido BRS foi benéfica
devido ao pré-tratamento com 10 uM de putrescina que intensificou o crescimento
da raiz (KUMAR et al., 1997); indicando um aumento no comprimento em valores
aproximados ao DKB. Com a diferenca significativa entre as plantas neste estudo, o
hibrido DKB pode ser classificado como controle positivo em carater de sua
tolerancia, de modo que tratamentos que aproximam o BRS do DKB s&o indicios de
promogédo de tolerancia. Da mesma forma que na raiz, o DKB apresentou o
comprimento da parte aérea maior quando comparado ao BRS. Ndo houve mudanca
no comprimento foliar do hibrido DKB com os pré-tratamentos utilizando putrescina,
porém tiveram influéncia em BRS. Sob déficit hidrico, o tratamento com 10 yM

restabeleceu o comprimento da parte aérea em relacdo ao BRS controle.
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Figura 1 - Comprimento de plantulas de milho dos hibridos DKB e BRS: Raiz (A), parte
aérea (B). Comprimento da raiz priméaria e parte aérea (em mm). Letras diferentes indicam
diferenca significativa

Fonte: Autora (2019)
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Quanto a atividade das enzimas antioxidantes, ndo foi possivel observar um
efeito claro da putrescina sobre a atividade da APX (Figura 2) ou estabelecer um
padrdo para a atividade da APX em nenhum dos tratamentos, em nenhuma das
partes avaliadas em DKB ou em BRS. Porém, quando comparadas as raizes dos
hibridos, nos tratamentos com putrescina sem estresse, a atividade da APX
aumentou no DKB, mas ndo no BRS, sendo que o contrario ocorreu na presenca do
estresse hidrico. Resultados semelhantes foram observados em trabalho feito por
GHOSH; ADAK (2016). Na parte aérea, novamente a atividade foi maior no BRS
nos tratamentos com déficit hidrico. Ja na auséncia do estresse o comportamento
dos hibridos foi semelhante e houve incremento da atividade da enzima na presenca
da putrescina. As peroxidases oxidam substratos variados utilizando H,O, ou
organicos hidroperoxidos resultantes do metabolismo celular. Em situacdo de
estresse, tais espécies reativas sdo produzidas em maior quantidade, e demandam
maior atividade e producdo destas enzimas (KOUA et al.,, 2009). BRAGA et al.
(2017) demonstraram alta atividade da APX nas plantas de girassol em situacao de
estresse. Entretanto, seus experimentos tiveram duracédo de 33 dias, 0 que pode ser

um periodo mais apropriado que o do presente estudo (i.e. 7 dias).
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Com relacdo a superoxido dismutase (SOD), pode-se notar que o priming
favoreceu a atividade dessa enzima nas raizes dos dois hibridos, na auséncia de
estresse causando aumento da atividade de maneira dependente da concentracao
de putrescina empregada. Contudo, na presenca do estresse houve aumento de
atividade da SOD apenas no BRS. Ja na parte aérea houve diferenca apenas na
concentracédo de 100 pM, sem estresse (Prancha 1). Os demais tratamentos foram
todos estatisticamente iguais. Em experimentos realizados com girassol por BRAGA
et al. (2017), a atividade desta enzima também se mostrou mais elevada tanto em
plantas em condi¢cbes de controle como de estresse hidrico, 0 que evidencia sua
maior importancia em processos antioxidantes. CARNEIRO et al. (2011) também
demonstraram o aumento da atividade da SOD em situacédo de estresse. GHOSH,;
ADAK (2016) em seus experimentos atribuiram o aumento da atividade da SOD a
desativacdo do O, nos cultivares em condi¢céo de estresse.

Contrariamente ao observado com a SOD, no caso da guaiacol peroxidase
(GPX) a atividade foi maior nas raizes do DKB quando comparado ao BRS tanto na
auséncia quanto na presenca do estresse. Importante mencionar também que, na
auséncia do estresse, o priming causou aumento na atividade da GPX no DKB, mas
quando submetidos ao déficit hidrico ndo houve aumento da atividade da enzima.
No caso do BRS né&o houve qualquer diferenca entre os tratamentos. Na parte
aérea, a atividade da GPX foi semelhante entre os hibridos na auséncia do estresse,
enquanto sob déficit hidrico houve aumento no DKB e certa diminuicdo no BRS
(Prancha 1). Resultado semelhante foi encontrado por BRAGA et al. (2017) em
experimentos com girassol. Em estudos realizados por GHOSH; ADAK (2016) em
cultivares de arroz, a putrescina melhorou a atividade da GPX. Segundo SANKAR et
al. (2007) a reducéo das atividades de CAT e GPX podem ser justificadas porque as
plantas usam outros componentes enzimaticos e/ou ndo enzimaticos para
neutralizar as varias EROs.

A catalase sofreu pouca alteragdo com a aplicagdo de putrescina nos
tratamentos das duas variedades. Em raizes de BRS de maneira geral, a presenca
de putrescina e putrescina sob déficit hidrico apresentou diminui¢cdo da atividade da
catalase com relacdo ao controle. Em DKB a atividade foi maior apenas no
tratamento com 100 uM de putrescina e no estressado com 500 uM de putrescina.
Na parte aérea, com excecdo do tratamento com 10 puM de putrescina, ndo houve

diferenca no BRS, em relacdo ao controle. No DKB, ndo houve nenhuma diferenca
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(Prancha 1). Segundo RIZHSKY et al. (2002), plantas com baixa atividade de
catalase apresentam sintomas de estresse menos graves que plantas que né&o
possuem essa enzima. Em experimentos realizados em cultivares de arroz por
GHOSH; ADAK (2016) foi demonstrada pouca variacdo de catalase com inducao
putrescina. De acordo com PEREIRA et al. (2012) a atividade da CAT varia
dependendo da duragdo e intensidade do estresse. Em situacdes de déficit
moderado de agua, a atividade da CAT aumenta, no entanto, quando o estresse se

torna mais grave, a atividade é revertida.
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Prancha 1 - (a) Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), (b) GPX estabelecida
pela atividade antioxidante do guaiacol e (c) atividade de CAT estabelecida pela atividade
antioxidante de catalase em hibridos de milho: sensivel (BRS) e resistente (DKB). Raiz (A),
parte aérea (B). Letras diferentes indicam diferenca significativa.

Fonte: Autora (2019)
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Os teores de aminoacidos aumentaram em raizes de DKB sob a aplicacao de
putrescina com e sem estresse e em raizes de BRS com putrescina sob estresse.
Comparativamente, DKB apresentou maiores niveis apenas nos tratamentos de
putrescina sem estresse. A parte aérea de BRS evidenciou maiores concentracdes
somente com putrescina sob estresse. Na aplicacdo de putrescina a 500 pM em
raizes e em condicdes de estresse hidrico, os niveis nao diferiram significativamente
entre os hibridos.

Com relagdo a parte aérea, as Unicas diferengas foram observadas sob os
tratamentos “putrescina 10 uM” e “-0,6 Mpa + putrescina 10 yM”, o que pode indicar
maior influéncia desta concentracdo de putrescina em particular (Prancha 2).
Embora o hibrido DKB seja a variedade resistente no experimento, os niveis de
aminoacidos se mantiveram iguais tanto em raizes quanto na parte aérea dos dois
hibridos, quando sob estresse hidrico isoladamente.

Normalmente, o acumulo de osmodlitos como proteinas e aminoacidos sao
indicadores de tolerancia ao déficit hidrico (FUMIS; PEDRAS, 2002; MURAKEOZY
et al., 2003; ASHRAF; HARRIS, 2004) atuando como controladores do equilibro
ibnico, da abertura estomatica e pH celular, reservatério de nitrogénio e como
sistema antioxidante (BOHNERT; JENSEN, 1996; ASHRAF; HARRIS, 2004;
ASHRAF et al., 2011).

Para os teores de amido, apenas a comparacdo das partes aéreas dos
hibridos aplicados de putrescina sem estresse apresentaram diferencas (i.e. BRS >
DKB). Em tese, as poliaminas podem conferir acimulo de amido na raiz,
aumentando a resisténcia ao estresse hidrico pela reducéo do potencial osmético da
célula (CHIMENTI; MARCANTONIO; HALL, 2006; FAROOQ et al., 2009). Tal
tendéncia foi observada, mesmo de maneira ndo significativa para os dois hibridos,
com aumento de amido quando na aplicacdo crescente da putrescina sob estresse
hidrico.

Apenas raizes de BRS sob estresse hidrico com aplicacdo de putrescina
tiveram aumento nos niveis de acUcares soluveis totais. Raizes de DKB com
putrescina sem estresse apresentaram maiores niveis que as de BRS. Sob estresse,
a concentracdo de 10 uM de putrescina induz a queda dos niveis nos dois hibridos,

gue voltam a se elevar nas concentracdes de 100 e 500 puM em BRS. Na parte
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aérea, a unica condicdo em que se observou diferenga foi em “-0,6 Mpa + 10 uM
putrescina” (Prancha 2). Niveis de sacarose tendem a aumentar nas raizes sob
estresse hidrico, como mecanismo ajuste osmoético (CHAVES, 1991), e isso foi
observado para os dois hibridos do experimento.

Porém, merece atencado o fato de que a parte aérea de DKB sob estresse e
tratadas com 10 UM de putrescina acumularam mais agucares que as raizes. Essa
resposta pode estar associada a tolerancia ao estresse, pois o acumulo desses
solutos organicos pode regular o potencial osmético das células, levando a melhorar
a absorcdo de agua sob estresse hidrico (ZHANG et al., 2010; IBRAHIM; FAISAL,;
SHEHATA, 2016). Além disso, esses solutos também podem proteger as enzimas e
macromoléculas das células vegetais da oxidacao por EROs (FAROOQ et al., 2012)

Acucares redutores estiveram presentes em guantidades significativamente
maiores nas raizes e na parte aérea do hibrido resistente em todos os tratamentos,
com excegao de “-0,6 + Put 10”. Ainda, tanto em raizes como na parte aérea, 0S
niveis apresentaram pouca variacdo tanto no hibrido sensivel como no resistente
(Prancha 2).

Conforme mencionado acima, um dos fatores de tolerédncia a seca € o
acumulo de osmolitos (BOHNERT; JENSEN, 1996; HASEGAWA et al.,, 2000;
FAROOQ et al.,, 2009), especialmente mono e oligossacarideos que podem ser
mobilizados a partir das reservas de amido, possibilitando a manutencéo do turgor
nas regidoes de crescimento da parte aérea e da raiz (CHAVES, 1991). Dessa forma
as reservas de acucares redutores podem ter sido utilizadas em prol do crescimento
radicular, notoriamente na variedade DKB (resistente). E possivel entdo, que parte
da tolerancia do DKB esteja relacionada a capacidade de mobilizacdo das reservas

de acuUcares.
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Prancha 2 - (a) Teor de aminoécidos totais, (b) teor de amido, (c) teor de agucares
totais e (d) teor de agucares redutores. Raiz (A), parte aérea (B). Letras diferentes indicam

diferenca significativa.

Fonte: Autora (2019)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Como esperado, hibridos resistentes ao estresse hidrico apresentaram melhor
desempenho que os nao resistentes. A aplicacdo da putrescina (em aplicacdes
crescentes) em plantas sob estresse hidrico promoveu um aumento na
produtividade radicular dos hibridos resistentes. Nos hibridos néo resistentes, a
resposta (tanto do sistema radicular quanto da parte aérea) foi dependente da
dosagem.

Quanto as atividades enzimaticas, producdo de aminoacidos e acgucares,
hibridos néo resistentes foram mais responsivos aos tratamentos, com resultados
positivos em sua maioria. Portanto, a aplicacdo da putrescina se mostrou benéfica
tanto em hibridos de milho resistentes quanto ndo resistentes ao estresse hidrico. A
concentracéo de putrescina que apresentou melhores resultados foi a de 100 puM de
putrescina, embora mais estudos sejam necesséarios para melhor afericdo das

concentracdes apropriadas.
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