ATIVIDADE DA PEROXIDASE E CONTEUDO PROTEICO AO LONGO DO APICE
DA RAIZ PRINCIPAL DE LINHAGENS DE MILHO CONTRASTANTES QUANTO
A TOLERANCIA AO ALUMINIO

ISABEL R. P. S., VERA M. C. A., SIDNEY N. P., FLAVIAF. T., EDILSONP. e
ANTONIO A. C. P.

Embrapa Milho e Sorgo, Caixa Postal 151, 35701-970, Sete Lagoas, MG,
isabel@cnpms.embrapa.br

Palavras chaves: milho, aluminio, &pice radicular, peroxidase, isoenzimas

Por mais de 70 anos a toxidez causada pelo Al tem sido reconhecida como um dos fatores
mais limitantes ao cultivo em solos acidos. O Al inibe a absorcdo de N, P, Ca, Mg, K+e S e
induz a formacao de calose e a excrecao de acidos organicos (Rengel 1996). A lesdo primaria
causada pelo Al deve estar envolvida com a absorcéo desse ion através da membrana
plasmatica ou a percepcdo de seu sinal através do apoplasto seguido da transducdo desse
sinal para os elementos responsivos dentro da célula. Existe, entretanto, consideravel debate
sobre a exata localizacdo do sitio priméario de acdo do Al. Ainda ndo se demonstrou de
maneira inequivoca se este € um fendmeno que acontece no apoplasto ou se existe a
necessidade do Al penetrar o simplasto para que haja ocorréncia de toxidez. (Kochian 1995).
Apesar de ja estar estabelecido que o apice da raiz é o sitio primario da lesdo, os seus
aspectos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares ndo sao ainda bem entendidos (Delhaize e
Ryan, 1995). O Al toxico interfere na divisdo celular e na deposicdo de polissacarideos na
parede celular, aumentando a sua rigidez (Roy et al, 1988). Em plantulas de Pisum, o Al
aumentou a atividade da peroxidase e da polifenol oxidase (Henry et al, 1981), duas enzimas
envolvidas na manutencéo da integridade da parede celular. Entretanto, recentemente, Ezaki
et al (1996) levantaram a possibilidade do envolvimento de algumas isoenzimas da peroxidase
nos mecanismos de desintoxicacdo do Al em células de tabaco. Portanto, o objetivo
principal deste trabalho foi determinar o efeito do Al na atividade e isoenzimas da peroxidase
e no contetdo protéico no apice das raizes de linhagens de milho contrastantes quanto a
tolerancia a esse metal.

MATERIAL E METODOS

Métodos de Cultivo

Sementes de milho das linhagens tolerante Cateto 237 e sensivel L 36 foram pré-germinadas
por 7 dias em papel germinex e posteriormente transferidas para uma solugéo nutritiva aerada
como descrito por Magnavaca (1982). O nivel da solugdo nutritiva nas bandejas de
crescimento foi mantido constante pela adi¢do diaria de solucdo. Depois de 5 dias nesta
solucéo, 32 plantulas foram submetidas a estresse de Al for 80 min enquanto outras 32
plantulas foram mantidas na auséncia de Al, como controle. Para imposic¢éo do estresse de
Al, as 32 plantas foram transferidas para uma solucdo nutritiva de Magnavaca com pH 4,0,
na qual adicionou-se 222 uM de AIK(SO4).12H20. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo com temperaturas diurnas/noturnas variando entre 35/26° C e 70% de umidade
relativa.. Cada tratamento foi repetido 4 vezes.

Extracao enzimatica
Trinta e dois apices de raizes de plantulas de cada tratamento foram coletados e os primeiros



20 mm de cada apice foram segmentados em intervalos de 2 mm. Todo o processo foi
realizado a 4° C. Estes segmentos foram macerados em nitrogénio liquido e extraidos em 3
volumes de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,0, contendo 1 mM de PMSF e 1,5% de PVPP
(p/v). O homogenado foi centrifugado a 14.000 x g a 40 C por 30 min e o sobrenadante foi
utilizado como fonte da enzima.

Focalizacéo isoelética

Zimogramas foram obtidos utilizando-se géis de agarose 1% preparados com anfolitos, pH 3
a 10 (Pharmacia, EUA). A preé -focalizacdo realizada por 20 mina 1200 V/1 W e a
focalizacdo por 2 ha 1200 V/4W a 10, C. O gel foi corado para atividade da peroxidase
usando-se os reagentes p-fenildiamina e pirocatecol (Imberty et al. 1984)

Atividade da Peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada como descrito por Souza e MacAdam (1998)
utilizando-se guaiacol como substrato. A atividade total da peroxidase e o conteudo de
proteinas sollveis foram reportadas por miligrama de tecido fresco

RESULTADOS E DISCUSSAO

As linhagens diferencialmente contrastantes quanto a toleranica ao Al, Cateto 237
tolerante e L 36 susceptivel , foram previamente selecionadas baseado no protocolo
descrito por Magnavaca (1982).

Antes do estabelecimento do estresse de Al, o sistema radicular da L 36 apresentava mais
raizes laterais e uma raiz principal mais longa do que a raiz da Cateto 237; e sob condi¢des
ndo estressantes, o crescimento da raiz da L 36 foi de 1 +/- 0,18 mm h-1, enquanto para a
Cateto 237 foi de 0,8 +/- 0,14 mm h-1. Entretanto, durante o estresse causado pelo Al, a raiz
principal da Cateto 237 cresceu ao nivel de 0,85 +/- 0,13 mm h-1, enquanto o crescimento da
raiz principal da L 36 cessou durante o primeiro dia de estresse. Uma rapida diminui¢do no
crescimento do sistema radicular € geralmente um dos primeiros sintomas associados com o
estresse de Al em gendtipos sensiveis (Delhaize et al., 1991).

A auséncia de significancia para a interacdo Al x apice (Tabela 1) permitiu a
determinacdo do contetido protéico médio ao longo do apice das raizes das linhagens,
independentemente do tratamento com Al. As duas linhagens apresentaram contetido
protéico significativamente maior nos primeiros 2 mm do &pice, a qual inclui a regiéo
meristematica (Tabela 2). Na auséncia de Al, a linhagem L 36 mostrou maior
contetido protéico que a linhagem Cateto 237. Entretanto, depois de 80 min de
exposicdo ao Al, o contetdo protéico da L 36 tendeu a diminuir, enquanto o do
Cateto 237 permaneceu constante (Tabela 3).

A toxidez do Al inibiu a atividade da peroxidase no sistema radicular da linhagem
sensivel L 36, mas ndo na linhagem tolerante Cateto 237 (Figura 1). O efeito

nos 6 primeiros mm do apice das raizes da L 36, segmento que inclui as regides
meristematica e de alongamento. Da mesma maneira, ja se observou que a maior
acumulacdo de Al em raizes de trigo acontece nos primeiros 5 mm do sistema
radicular das linhagens sensiveis (Rincon and Gonzales, 1992). Estes resultados, sao
portanto uma indicacdo de que a manutencdo dos niveis de atividades da peroxidase,
na presenca de Al, pode ser parte de um mecanismo constitutivo que confere
tolerancia ao Al na linhagem Cateto 237. Para cada uma das linhagens, o0 zimograma
ndo apresentou alteracfes na expressédo das isoformas devido ao tratamento (Figura



2). Entretanto, diferencas significativas foram observadas entre linhagens e
independente do tratamento, a linhagem Cateto 237 apresentava uma isoenzima
aniodnica, pl 4,79, a qual estava ausente na L 36. Além disso, a linhagem Cateto 237
apresentava uma outra isoenzima anionica, pl 4,48, presente ao longo dos 20 mm
apicais e que na linhagem L36 estava presente apenas nos 2 mm iniciais do apice.
As isoenzimas anidnicas da peroxidase tém também sido associadas com a
lignificacdo da parede celular e com o intercruzamento dos mondmeros de
extensinas e dos polissacarideos esterificados a acidos fertlicos (Lamport, 1986). E
possivel, portanto, que o Cateto 237 seja mais tolerante ao Al por possuir um
mecanismo capaz de manter a integridade da parede celular na presenca deste ion.
Uma parede celular integra poderia, portanto, atuar como uma barreira fisica na
prevencdo da entrada do Al no apoplasto das células corticais (Rengel, 1996).

Tabela 1 Quadrado médio das caracteristicas atividade da peroxidase e contedo protéico
ao longo dos 20 mm dos apices de raiz das linhagens L 36 e Cateto 237

Fonte GL | Quadrado Meédio®

Contendo Protéico Atividade da

[pe rag PF-) Peroxidase

iy g rein" g PE-1)

Repetizio 3 150536214628 b 678097 298
Linhagem (I} 1 27507116494 ik 185958020 785 ik
L Tnrninio (A1) 1 127362439 043 ik 19928243 928 ik
[xhl 1 76207705244 ok 16157990 563 ok
Lipice (&) 9 153591416 834 ik BEI0ET2A13 ik
[k g 12645091074 * 4563945 369 ok
Llxl o TT11AZ4.455 1133019841
Txhlxh 9 | E0ERTE6.197 1614232 459
Ero 117 | 4950777339 1412519 690

* Significante a P < 0.05
** Significante a P < 0.01
1 Os valores de Quadrado Médio foram multiplicados por 10z

Tabela 2. Contetdo protéico médio ao longo do apice da raiz principal das linhagens L 36 e
Cateto 237



Distincia do Conteiido Protéico

o (ugmg PF )

L3 Cateto 237

(Sensfrel) (Tolsrante)
-2 754 E 1091 E
7.4 787 B 437 B
4.6 222 B 570 B
6-8 7.52 B 337 B
%10 664 B 337 B
10-12 470 B34 B
12-14 326 B 309 B
14-16 491 B 290 B
16-13 560 B 4% B
1220 571 B 44 B

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes
pelo teste de Tukey a P> 0,005

Tabela 3. Contetdo protéico médio ao alongo dos primeiros 20 mm do apice da raiz
principal das linhagens | 36 e Cateto 237

Conteido Proiéico

{pg mzPF )
Tratamenio L3o Cateto 237

(Senstel) (Tolerante)
Controle 2ES L 484 B
Al+ 5 BE B 444 &

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes
pelo teste de Tukey a P> 0,005



Figura 2. Zimograma de isoenzimas da peroxidase em intervalos de 2 mm ao longo doapice
da raiz principal das linhagens Cateto 237 e L 36 na auséncia (A) e presenca (B) de estresse

de aluminio por 80 min.
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