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RESUMO — O milho (Zea mays L.) € uma espécie de graminea importante para a @@no
de diversos paises. Plantas submetidas a défiditcti sofrem alteracdes na estrutura
bioguimica de suas células, entre elas a produg&@sgecies reativas de oxigénio (ROS) ou
radicais livres e a planta, em resposta a essgsiativres, sintetizam agentes antioxidantes.
O objetivo deste trabalho foi avaliar parametre®fbgicos relacionados & seca, como indice
de estabilidade de membrana (IEM), Teor relativaagea (TRA), biomassa fresca e seca e
parametros enzimaticos como atividade da asconpatoxidase (APX) e catalase (CAT),
peroxidacao lipidica (MDA%) e prolina (PRO). Plantée milho (V3), em triplicata, foram
submetidas a restricdo hidrica por 6 dias sendplaagas controle irrigadas normalmente.

Como resultados obtidos, plantas controle e iragatgo diferiram em relacdo a biomassa e
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IEM (%). Foi observada uma atividade 6x maior daTCAas plantas estressadas, porém
nenhuma atividade da APX no periodo avaliado. @eslabtidos de MDA demonstram uma
degradacdo de membrana pelo estresse aplicadoiv®is de prolina ndo aumentaram,

possivelmente explicado pela fase fenoldgica enogutados foram avaliados.

Palavras-chave:Enzimas antioxidantes, restricdo hidrica, poaceas.

Physiological and enzymatic evaluation of corn platets submitted to drought

ABSTRACT - Maize ¢ea mays L.) is an important poacea to the economy of many
countries. Plants subjected to water stress undsrgbanges in the biochemical structure of
your cells, including the production of reactiveygen species (ROS) or free radicals and the
plant in response to these free radicals, syntaesitioxidants. The objective of this study
was to evaluate physiological parameters relatedromght, as membrane stability Index
(MSI1%), relative water content (TRA%), fresh angt diomass and enzymatic parameters as
ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT) iagtilipid peroxidation (MDA%) and
proline (PRO). Corn plants (V3), in triplicate, wesubmitted to water restriction for 6 days
while control plants were irrigated normally. Asthesults, control and irrigated plants did
not differ with regard to biomass and MSI (%).CAGtiaty were 6x greater in stressed
plants, but no activity of APX was observed durihg study period. The data obtained from
MDA demonstrate a membrane degradation by stregdiedp Proline levels did not

increased, possibly explained by the phenologtegesin which the data were evaluated.

Keywords: Antioxidant enzymes, water restriction, poaceas.

Introducao

O milho Zea mays L.) € uma poacea de grande importancia econémicaosen
cultivado em vérias regides no mundo (COELHO, 2CSTERNIANI et al., 2000).

Alguns dos estresses abidticos tais como frio,, satmidade e alagamento, limitam
0 crescimento vegetal e a produtividade de cultul@sinteresse agronomico (HMIDA-
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SAYARI et al., 2005) além de reduzir a qualidade dos grdos, oam@ea ainda mais o
agricultor (HUBNER, 2010).

O estresse hidrico € caracterizado por envolveis stiteragcbes na estrutura
bioquimica das células, que parecem ser o resuttadumulacdo de solutos compativeis e
de proteinas especificas que podem ser rapidarmehizidas por estresse osmoético (SHAO
et al., 2005). As varias respostas fisioldégicapldata ao déficit de agua, geralmente variam
com a gravidade do déficit hidrico aplicado.

Um dos produtos do déficit hidrico sobre a fotassi@a € a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas formas que tambént@dhecidos como radicais livres. As
formas predominantes de ROS incluem (H0, e OH°. Os radicais livres inativam enzimas
e danificam componentes celulares importantes, diéroausar degradacédo de fosfolipidios
presentes na membrana (BARTOLI, 2012, ABOGADALLARQD12); degradacdo de
polissacarideos, desnaturacdo de enzimas e a qdebNA (MATYSIK, 2002) e o
branqueamento de pigmentos da clorofila (MILLERL@0

Os mecanismos de defesa contra os radicais li@@sngportantes na limitacdo da
acdo do estresse oxidativo e na destruicdo dasiespéativas de oxigénio, dependem da
duracdo do estresse e da capacidade da plantasisebra estes estresses. A planta pode
reagir com o aumento da expressao de genes deanzom fungcdes antioxidantes e com a
sintese de espécies sequestradoras dos ROS (MUNMNIERB, 2013).

Muitas enzimas parecem estar envolvidas no mecandenprotecdo a presenca

destes radicais livres, entre elas, as catalagpsré&xido dismutases, peroxidases, glutationa
redutases (MUNNE-BOSCH; QUEVAL; FOYER, 2013). Astatases sdo enzimas
antioxidantes que realizam o catabolismo do peisie hidrogénio em moléculas menores,
como agua e oxigénio (CHELIKANI, P.; RAMANA, T.; RFHAKRISHNAN, T. M., 2005).
A ascorbato peroxidase € uma das principais enzengslvidas na eliminacdo rapida de
H.O,, por possuir alta afinidade com essa molécula,ovemdo-a mesmo em baixas
concentragcdes. Ao contrario da catalase, que aoevendo o excesso de perdxido de
hidrogénio (MITTLER, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividades énzimas catalase e ascorbato
peroxidase associados a parametros fisiologicoplatdas de milho submetidas a estresse
hidrico na fase inicial do ciclo fenoldgico.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacabmeersidade Federal do
Parana (UFPR)Campus Palotina/PR de fevereiro a margo de 2014, em vakasicos com
aproximadamente 10 kg de solo. O solo utilizado Lfaiossolo roxo de alta fertilidade
previamente peneirado.

Os vasos foram dispostos aleatoriamente, em unmed@liento inteiramente ao
acaso, de modo a terem as mesmas condi¢cdes dedkadialar, temperatura e umidade
relativa do ar. Foram semeadas, em cada vascsesamntes de milho Pioneer 4285, tratadas
com Gaucho FS'. Dezessete dias ap6s a emergéncia, quando aasptinmnilho estavam no
estadio V3, foi aplicado o déficit hidrico, por yrariodo de 6 dias de restricdo hidrica total,
sendo irrigado ao término deste periodo. Foram aadss folhas antes e depois da aplicacédo
do estresse (tempo 0 e tempo 6).

Foram realizadas as seguintes avaliacOes: Tedivielde agua (TRA%) seguindo
recomendacOes de Schonfeddal., 1988. O indice de estabilidade de membrana arelul
(IEM%) foi determinado indiretamente pela medidacdadutividade elétrica, seguindo o
protocolo de Chandret al., (2004). Para determinacdo da massa fresca misptveram a
parte aérea separada das raizes, as quais colaaadastufa de secagem com circulacao
forcada de ar a 72°C por 72 h para determinac@oassa seca.

Para realizacdo dos ensaios da atividade enzim#&isg de amostra foliar foram
usados e a atividade especifica da catalase fbadsasegundo protocolo proposto por Beers
e Sizer, (1952) e a ascorbato peroxidase foi datexda segundo o protocolo de Venissal
(2001).

A avaliacdo do nivel de peroxidacdo de lipidios foedida em termos de
concentracdo de MDA (malondialdeido), usando adalp acido tiobarbitdrico (SAIRAM,
2002). Os conteudos de prolina em tecidos vegébassn quantificados pelo método de
(BATES, 1973).

Resultados e discussao

Os resultados obtidos para TRA% e IEM% em plantuliess milho estéo
demonstradas na Figura 1. Entre as plantas aval{@datrole e estresse), foram observados
valores de 82,49% - 85,33% e 84,96% - 88,61% réispewente, para o TRA e IEM, nao
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diferindo significativamente entre controle e p#ntestressadas. Os resultados obtidos
permitem concluir que os 6 dias de restricdo hadnia fase inicial do crescimento do milho
(estadio V3) ndo modificaram os parametros fisiodg das células vegetais. Periodos
maiores de restricdo hidrica ou fases mais avaagimlaiclo fenoldgico deveriam ser usadas
para experimentos que visem a observacdo do estrégsico. Mendeset al (2011),
observaram que plantas em florescimento seriam elhones para avaliagcdo do estresse
hidrico desta cultura. Os resultados concordariam o fato da relativa tolerancia desta
cultura ao déficit hidrico durante a fase vegeta{VANTOS; CARLESSO, 1998). Por outro
lado, Maiaet al (2007) observaram TRA% menores em plantulas deonfdv Pontinha e
Dente de Cavalo) submetidas a 5 dias de estredseohsugerindo que a percepcdo do
estresse € uma caracteristica genétipo dependente.
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Figura 1: Parametros fisiologicos avaliados. TeetaRvo de Agua (TRA %) e indice de Estabilidade de

Membrana( IEM (%) em plantas de milho submetidasteesse hidrico.

Plantas de milho na fase inicial de cresciment@e estressadas ndo apresentaram
atividade para a enzima catalase (Figura 2). Nanémt plantas submetidas a 6 dias de
restricdo hidrica apresentaram um aumento na atiei@specifica desta enzima na ordem de
6x, demonstrando que a catalase € induzida pelessest e participa do mecanismo
antioxidante e de protecdo celular. Coelho (201@halhando com milho submetido a
estresse hidrico, observou incremento nos val@esthlase somente 14 dias apds o inicio do
estresse.
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Figura 2 — Atividade enzimatica da catalase (uraglisdo) em plantas controle e plantas estressadas

No entanto, a atividade especifica da enzima aatmrperoxidase nas plantas
avaliadas nao foi percebida e quantificada. Vienal. (2001), trabalhando com milho no
estagio V4, observaram que ndo houve diferencasfisajivas na atividade da ascorbato
peroxidase comparando plantas com e sem estresse.

Na reacdo de peroxidagcdo de lipideos as amostraileoapresentaram em média
0,73 moles de MDA/ g de peso fresco. Nas plant@sssadas, houve um aumento de 283,5%
nos valores (Figura 3) demonstrando que 6 diased#&igdo foram determinantes para
modificarem a composi¢éo da membrana embora o TRAEM% n&o apresentaram valores

distintos.
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Figura 3 — Concentracdo de Malondialdeido (MDA)m@amtas estressadas de milho.

A peroxidacdo dos lipideos produz malondialdeiddD/)] que € usado para
determinar a peroxidacao dos lipideos das membrdamselulas. Vianat. al. (2002), em
seu trabalho com quatro niveis de déficit hidrisrjficou que o estresse mais drastico que
foi aplicado induziu um aumento de 23% na quangd#s MDA. Resultados semelhantes aos
encontrados por Silva (2010) que, trabalhando cana-tle-acucar, encontrou um aumento
meédio de quase 39% nas concentracdes de MDA nataiplsubmetidas a seca.

A quantificacdo dos niveis de prolina nas amostosrole apresentaram em média
1,10 pumoles/pg de peso fresco, demonstrando geeaesinodcido participa na rota do
metabolismo de crescimento, uma vez que, as plastas no estagio V3. Porém, nas plantas
estressadas, observou-se uma reducéo de 22,72096a(Big

Os resultados obtidos diferem dos observados maatiiira onde varios autores
descrevem um aumento nos niveis de prolina pordxak restricdo hidrica (DA& al.,
1990; HASEGAWAEet al., 1986; RENSBURG; KRUGER; KRUGER, 1993; VOETBERG;
SHARP, 1991).
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Trabalhando com dois gendétipos de milho Ferreita,al. (2002) obteve como
resultado para o gendtipo BR 205 acumulo menordastinodcido ndo diferindo entre os
tratamentos, e para 0 genotipo BR 2121 a concé&trde prolina foi maior para o tratamento

com estresse hidrico no estagio V3.
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Figura 4— Niveis de prolina em plantas estressaeasilho

A éarea foliar € um importante fator da produca@teina o uso da agua pelas plantas
e seu potencial de produtividade é severamentedmiuando exposta a déficit hidrico
(FERNANDESEt al, 1996).

Para a biomassa das plantas de milho, acondicisramlacasa de vegetacdo, 0s
resultados demonstram que o peso fresco da rap, fpesco da parte aérea e peso seco da
raiz para o controle e para as plantas estressaédasforam significativamente distintos
(Figura 5). Entretanto, os resultados obtidos papaso seco da parte aérea apresentaram-se
distintos onde o peso das plantas estressadasafor.nkste resultado poderia ser explicado
pelo fato de plantas submetidas ao estresse tandexi estender mais a sua superficie

radicular, absorve mais solutos e deste modo, aamanarea foliar. Os resultados obtidos
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nesse experimento na parte radicular, embora ngwfisativos, foram numericamente
maiores. Ja, 0s maiores pesos frescos da paree @eateriam ser explicados pelo fato de que,
na tentativa de vencer o estresse, as plantasrat@he o crescimento vegetal, o que

resultaria numa maior biomassa (Figura 5).
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Figura 5: Biomassa de plantas de milho submetidestrasse hidrico. PF-Peso fresco e PS-Peso Seco.

Conclusobes

Os parametros fisiologicos avaliados nao diferiestatisticamente demonstrando que
as plantas estressadas de milho ndo perceberaas @aliestresse hidrico. Pode-se observar
diferencas nos resultados obtidos para os parésnatrtisicos avaliados e de biomassa.

Como resultados obtidos, foi observada a atividkdeatalase nas plantas estressadas,
porém a outra enzima, ascorbato peroxidase, né® smddeterminada no periodo avaliado de
6 dias de restricdo hidrica. Os dados obtidos dé&\ M@roboram para a conclusédo de que as

plantas avaliadas tiveram seus parametros fisioddginodificados pelo estresse aplicado, por
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outro lado, os niveis de prolina ndo aumentarardp dssse que, possivelmente possa ser

explicado pela fase fenologica em que os dadosferaliados.
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