XXXI CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO

“Milho e Sorgo: inovagoes,
mercados e seguranga alimentar”

Efeito da Quitosana na Anatomia Radicular de Hibridos Transgénico e
nao Transgénico de Milho

Thiago Corréa de Souza®; Mayron Martins®; Valdir Veroneze Janior®; Marilia Carvalho®;

Paulo César Magalhdes®.

@ Professor do Instituto de Ciéncias da Natureza; Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG); Alfenas, Minas
Gerais; thiago.souza@unifal-mg.edu.br; @ Estudante de mestrado do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Ambientais; UNIFAL-MG; @ Estudante do curso de Ciéncias Bioldgicas-Licenciatura e bolsista de Iniciagdo Cientifica,
UNIFAL-MG; ¥ Pesquisadora em estagio Pds-doutoral, UNIFAL-MG; ®Pesquisador, Embrapa Milho e Sorgo.

RESUMO: A quitosana é um biopolimero
derivado da quitina que € extraida de crustaceos e
tem sido levantada na literatura a sua acao sobre as
plantas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da quitosana na anatomia radicular em dois
hibridos de milho. Foram utilizados os hibridos DKB
390 e DKB 390 Prd, sendo o ultimo, transgénico, e
estes foram expostos a 6 tratamentos de quitosana
(50, 150, 300, 600, 1200 e 2400 ppm) dissolvidos
em agua acidificada (0,1%). Quinze sementes foram
germinadas em placas de Petri de 12 cm de
didmetro, forradas com 2 folhas de papel filtro e
umedecidas com 3,6 mL das respectivas solugdes.
As raizes foram coletadas apés 7 dias de
tratamento e foram confeccionadas I[aminas
microscépicas com cortes transversais. Os
parametros avaliados foram espessura da
epiderme, espessura do coOrtex, espessura da
endoderme, numero de xilemas, espessura de
xilemas e espessura de floema. A andlise estatistica
dos resultados foi realizada através da andlise de
variancia e do teste de comparacdo de médias
Skott-Knott, a 0,05% de significAncia. As
concentracdes de 150 e 300 ppm de quitosana no
hibrido DKB 390 Pr6 levaram aumento da
espessura da epiderme se comparados aos demais
tratamentos. A quitosana levou a uma reducdo da
espessura do cortex no DKB 390 Pré a partir da
concentracdo de 150 ppm e uma reducdo na
espessura do xilema nas nos tratamentos 300, 600,
1200 ppm. Foi observado, principalmente no
material transgénico, que a quitosana levou a uma
modificacdo das caracteristicas anatdmicas ligadas
a protecdo e sobrevivéncia a estresses abidticos e
bidticos. Conclui-se que a quitosana pode favorecer
a modificacdes anatdmicas, permitindo maior
adaptacdo das plantulas as condicdes adversas.
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INTRODUCAO

Atualmente os polissacarideos naturais, incluindo
a quitina, vém ganhando destaque na pesquisa e na
industria devido as suas propriedades biologicas,
fonte renovavel, elevada abundancia e facil
obtencéo, alta biodegradabilidade e
biocompatibilidade e baixa toxicidade (Badawy &
Rabea, 2011). A quitosana é um derivado
desacetilado da quitina sendo estruturalmente
similar Assim, é constituida de unidades de N-
acetilglicosamina e  glicosamina. Para ser
considerado quitosana, o biopolimero desacetilado
deve conter uma porcentagem de desacetilacdo
(DDA%) acima de 40 % (Badawy & Rabea, 2011).

A aplicacdo da quitosana na agricultura vem
trazendo bons resultados para protecdo de plantas,
antes e apés a colheita, contra pragas e doencas
(estimula o sistema de defesa) (Iriti & Varoni, 2015)
e regula o crescimento e desenvolvimento de
plantas (Katiyar & Singh, 2015) entre outros.

A transgenia vem contribuindo com a agricultura
no mundo todo, principalmente no cultivo de cereais
(Rani & Usha, 2013), porém poucos trabalhos tem
analisado o efeito biolégico em gendtipos de plantas
transgénicas.

Devido & importancia da cultura do milho e aos
bons resultados oriundos da aplicagédo de quitosana
no desenvolvimento de plantas, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da quitosana na
anatomia radicular de dois hibridos de milho
(transgénico e nao transgénico).

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Biotecnologia Ambiental & Genotoxicidade
(BIOGEN) da Universidade Federal de Alfenas, e
foram utilizadas sementes de 2 hibridos, DKB 390 e
DKB 390 PRO, sendo o dltimo transgénico, cedidos
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Tratamentos e amostragens

As solucdes foram preparadas dissolvendo-se a
quitosana em 4&gua acidificada (acido acético) a
0,1%. As concentragfes das solugbes utilizadas
foram determinadas em pré-testes de acordo com a
quantidade de acido acético necessaria para sua
dissolugcdo, sendo: controle (solucdo acidificada
(0,1%), 50, 150, 300, 600, 1200 e 2400 ppm,
umedecendo-se duas folhas de papel filtro com 3,6
mL das respectivas solucdes, dispostas em placas
de Petri de 12 cm. As placas foram mantidas em
camara de germinacdo tipo B.O.D. (SOLAB SL-
225), com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
horas.

Anatomia Radicular

Para avaliar os efeitos da quitosana na anatomia
radicular foram coletadas, apds 7 dias de exposi¢do
aos tratamentos, 2 raizes de cada repeticdo e
realizadas secgcdes transversais de acordo com
Souza et al. (2009) em uma regido de 2 cm a partir
do épice da raiz. Posteriormente, as laminas
microscépicas foram confeccionadas, coradas e
fotografadas em microscépio 6ptico de luz AXIO
ZEISS SCOPE Al com camera digital acoplada. Os
parametros avaliados foram espessura da epiderme
(ET), espessura do cortex (CT), espessura da
endoderme (EnT), numero de xilemas (NX),
espessura de xilemas (XT) e espessura de floema
(FT).

Todas estas medigBes foram feitas pelo
programa de analise de imagens AxionVisionSE64
Rel 4.8, utilizando-se calibracdes feitas com régua
microscOpica fotografada nos mesmos aumentos
das fotomicrografias.

Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental foi em DIC r
composto de 7 tratamentos (controle, 50, 150, 300,
600, 1200 e 2400 ppm), com 4 repeti¢cdes, contendo
15 sementes por placa. Para todos os parametros
analisados foram calculadas as médias e 0 * erro
padrao (SE). Para analise estatistica dos resultados,
utilizou-se a andlise de variancia (ANAVA) e o teste
de comparacgdo de médias Skott-Knott, a 0,05% de
significancia (P<0,05), no programa Sisvar versao
4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando-se os hibridos de milho, o DKB 390
Pré, quando exposto a 300 ppm de solucdo de
quitosana, apresentou espessura de epiderme
radicular (ET) significativamente  maior se
comparado ao DKB 390 (Figura 1A). Observando a

ET do hibrido DKB 390, entre as concentracdes,
percebe-se que as concentracdes de 50 e 600 ppm
levaram a um aumento das médias porém
equipararam-se ao tratamento controle. Ja as
concentracdes de 150 e 300 ppm no hibrido DKB
390 Pré levaram aumento da ET se comparados
aos demais tratamentos (Figura 1A).
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Figura 1. A — Espessura da Epiderme, B —
Espessura do cortex, C — Espessura da Endoderme.
Médias seguidas por mesma letra (letra mailscula
para o0s hibridos e mindscula para as
concentracdes) em cada barra ndo diferem entre si
pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade
(P<0,05).

Souza et al., (2009) trabalhando com uma
variedade de milho tolerante e néo tolerante ao
estresse hidrico (alagamento) observaram que uma
das adaptacBes anatdbmicas de sobrevivéncia do
milho tolerante é um aumento da espessura da
epiderme da raiz, entendendo tal fato como uma
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maneira de dificultar a entrada de patégenos e
substéancias téxicas através da raiz. Neste ambito, a
quitosana, quando aplicada no substrato, pode
favorecer a sobrevivéncia das plantas de milho a
estresse abiodtico e bidtico pelo espessamento da
epiderme radicular.

Comparando-se entre os dois hibridos, n&o
foram observadas diferencas significativas no que
diz respeito & espessura do coértex (CT). No DKB
390 também n&o ocorreram alteragdes significativas
da CT com a exposicdo as diversas concentragdes.
A quitosana levou a uma reducdo de CT no DKB
390 Pr6 a partir da concentracdo de 150 ppm
(Figura 1B). Chimungu et al. (2015) afirmam que a
espessura menor do cortex é importante para uma
maior flexibilidade da raiz, o que facilita seu
desdobramento e penetracio em  solos
compactados/duros. O beneficio da quitosana na
diminuicdo da espessura do cortex entdo estaria
ligado a melhor penetracdo em solos compactados,
reduzindo assim, o custo metabdlico para a
exploracdo do solo e favorecendo o melhor
desenvolvimento da planta sob estresse abidtico. A
reducdo da EC pela quitosana também pode
contribuir com a melhor condutividade hidraulica da
raiz devido a diminuicdo da distancia necessaria
para a agua chegar ao cilindro vascular (xilema)
(Pereira et al. 2008).

N&o houve diferengas significativas no a&mbito de
espessura da endoderme (EnT) entre os hibridos.
Em altas concentracdes de quitosana (1200 ppm) a
EnT diminuiu tanto no DKB 390 quanto no DKB 390
Pré. No entanto é interessante notar que o hibrido
transgénico DKB 390 Pré apresentou aumento
significativo de EnT no tratamento de 150 ppm de
quitosana em relacdo aos demais tratamentos
(Figura 1C). A endoderme é uma estrutura radicular
considerada como uma barreira apoplastica. Em
milho é constituida de um espessamento de lignina
(e outras substancias) em forma de “U” (Enstone et
al.,, 2003). A quitosana aplicada em plantas pode
aumentar a sintese de lignina como mecanismo de
defesa contra pragas (EL HADRAMI et al., 2010).
Sugere-se que no hibrido transgénico a quitosana
esteja estimulando o espessamento dessa
endoderme. Isso seria interessante no cultivo do
milho, pois assim como a epiderme radicular e a
endoderme podem servir como uma barreira fisica
contra microrganismos patégenos (Souza et al.,
2009) levando a plantas mais sadias. Em altas
concentracbes (1200 ppm) este espessamento
parece ser inibido talvez pela inativacdo do
metabolismo da lignina devido ao excesso dessa
substancia.

Em comparagdo entre os hibridos no controle,
percebe-se que o DKB 390 Pro apresenta maior
namero de xilemas (NX) que o DKB 390, mas nao
houve alteracdes no NX em ambos hibridos
comparando-se as concentragdes (exceto em 50

ppm) (Figura 2A).
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Figura 2. A — Numero de Xilemas, B -
Epsessura do Xilema, C — Espessura do Floema.
Médias seguidas por mesma letra (letra mailscula
para os hibridos e mindscula para as
concentracdes) em cada barra ndo diferem entre si
pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade
(P=<0,05).

Na concentracdo 300 ppm, a espessura de
xilema (TX) foi significativamente maior no DKB 390
guando comparado ao DKB 390 Pro. A TX no DKB
390 foi estatisticamente maior no tratamento 300
ppm. O DKB 390 Pro, apresentou uma diminuicdo
da TX nos tratamentos 300, 600, 1200 ppm (Figura
2B). Mais uma vez a quitosana vem influenciar as
relacdes hidricas dos genétipos, principalmente no
transgénico (DKB 390 Pro). Um menor diametro dos
vasos esta relacionado com a diminuigdo do risco
do embolismo e aumento da resisténcia do fluxo de
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agua. Essas caracteristicas do DKB 390 Pr6 podem
indicar uma maior condutividade hidraulica
aumentando a capacidade de transporte de agua (Li
et al., 2009). Apesar de néo ter ocorrido influéncia
da quitosana no nUumero de xilema, esta
caracteristica anatdmica também pode influenciar a
condutividade hidraulica das raizes. Farouk &
Mohsen (2011) verificaram em feijao-caupi (Vigna
unguiculata) que a aplicacdo de quitosana
aumentou a &rea e nimero de xilema nas folhas.
Nao foi observada diferenga significativa na
espessura do floema (TP) entre os hibridos. A TP
do hibrido DKB 390 néo foi influenciada pelas
diferentes concentracdes de quitosana testadas. Ja
o DKB 390 Pro, teve a TP aumentada nas
concentracoes de 150 e 300 ppm de solucdo de
quitosana em comparacdo aos demais tratamentos.
(Figura 2C). Souza et al. (2009) afirmaram que
aumentos na espessura do floema leva
possivelmente, maior fluxo de carboidratos no
mesmo, fornecendo mais substrato respiratério para
plantas, permitindo maior tolerAncia a estresse
hidrico. De acordo com os resultados obtidos,
sugere-se que a quitosana tenha beneficiado as
plantulas do hibrido DKB 390 Pro, um vez que a TP
foi aumentada. Farouk & Mohsen (2011) também
verificaram em feijdo-caupi o aumento do tecido
floeméatico devido a aplicagdo de quitosana.

CONCLUSOES

A quitosana levou uma modificacdo das
caracteristicas anatdmicas, principalmente no
material de milho transgénico, ligadas a protecéo e
sobrevivéncia a estresses abidticos e bidticos.
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