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INTRODUCAO

Pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo, por meio do programa de melhoramento, iniciaram em
1986, o desenvolvimento de um composto de milho de ampla base genética (mistura balanceada
de 36 populagdes amarelas), denominado BRS-4154 (Saracura), para cultivo em area de varzea
(Parentoni et al., 1995). Desde o seu desenvolvimento, a cultivar Saracura continua sendo
melhorada por meio da selecdo massal estratificada sob encharcamento intermitente e, desde
entdo, foram realizados varios trabalhos visando identificar os diversos mecanismos que
conferem a essa cultivar tolerancia a este tipo de encharcamento. Em planta, dentre as enzimas
envolvidas em reposta a estresses abioticos, o ciclo ascorbato/glutationa representa um
mecanismo de detoxificagdo alternativo e mais eficiente contra o perdxido de hidrogénio (H,0,)
gerado no cloroplasto e citosol (Cakmak et al., 1993). O H,O; é removido em uma série de
reagOes enzimaticas que envolvem, dentre outras enzimas, a redutase da glutationa (GR). Estas
reagdes sdo conhecidas como via de Halliwell-Asada ou ciclo da ascorbato/glutationa (Polle &
Rennenberg, 1993). A glutationa ¢ um tripeptideo que t€ém importancia na prote¢do celular
(contra a formacao de radicais livres), na manutengdo do balango redox da célula, no transporte
de aminoédcidos e participa da regulagdo alostérica enzimatica, sendo utilizada pela GR
(Henriques et al., 2001). Em razdo de o estresse abidtico estar relacionado a oxidagdo celular,
sugere que a glutationa e a GR possam desempenhar um papel importante nos mecanismos de
tolerancia ao encharcamento em plantas (Smith et al., 1989). O presente trabalho teve como
objetivo analisar a atividade da GR na cultivar Saracura, sob encharcamento continuo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na area experimental da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG. Sementes dos ciclos de selegdo do ‘Saracura’: C1, C8 e C16 e da
testemunha ‘BR 107" foram plantadas segundo metodologia descrita por Porto (1997). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢cdes e utilizadas
dez plantulas por repeticdo. A primeira coleta foi realizada nas plantulas no estadio de V3, o que
nestas condigdes correspondeu a 6 dias apds o plantio e a 2 dias ap6s a germinagdo. No final do
experimento as plantulas encontravam-se no estddio de V5. Os tratamentos constituiram-se de
diferentes periodos: 0 h (sem encharcamento) e 8, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h de encharcamento



continuo, utilizando-se agua destilada até a superficie do solo, sempre mantendo a altura da
lamina de agua nos copos. Para se obter o extrato protéico, foram utilizados 300 mg de apices de
raiz, macerados em N liquido e adiconados de 900 uL de tampao de extragdo contendo: tampao
fosfato de potassio 0,1 M, pH 7.0, EDTA, 100 mM, pH 7.0, DTT, 0,5 M, PMSF, 0,1M, L-acido
ascorbico, ImM e 1,5 % de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O teor protéico foi analisado pelo
método de Bradford (1976). Foram utilizados 20 uL do extrato protéico, 200 uL do reagente e
leitura da absorbancia a 595 nm. A curva padrao foi preparada utilizando-se albumina do serum
bovino (BSA). A analise da atividade da GR (EC 1.6.4.2) baseou-se no método de Cakmak et
al.(1993), monitorando-se a taxa de oxidagdo do NADPH, com decréscimo na absorbancia a 340
nm. O meio de reagao incubado a 28°C, era constituido de tampao fosfato de potassio 25 mM, pH
7.8, glutationa oxidada (GSSG), 15 mM, NADPH, 7,2 mM e 50 uL do extrato protéico. Para

calculo da atividade da GR, utilizou-se o coeficiente de extingao 6,2 mMem™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verfica-se na Figura 1 que tanto para a cultivar BR107, como para o Cl a atividade da GR
apresentou valores com pequenas variagdes ndo significativas ao longo do periodo de
encharcamento continuo. Nos ciclos mais avangados de selecdo, C8 e C16 (Figura 2), a
atividade da GR apresentou a mesma tendéncia em ambos os casos, com aumento continuo até 72
h, sendo mais expressivo no C16, seguido de decréscimo na atividade até 144 h. Em plantas de
arroz sob estresse de chumbo (Verma & Dubey, 2003), foi verificado aumento da atividade da
enzima GR, tanto no sistema radicular quanto na parte aérea, quando comparado ao controle. A
atividade dessa enzima foi diretamente proporcional a concentracdo empregada do metal,
sugerindo que este induziu o estresse oxidativo em arroz ¢ que a alta atividade da GR e outras
enzimas antioxidantes representava um importante mecanismo de defesa contra a injuria
ocasionada pelo chumbo. Em alguns trabalhos sob estresse abidtico, como: seca (Viana, 2002),
aluminio (Souza, 2003) e encharcamento (Yan et al., 1996), embora tenha sido verificado
decréscimo na atividade da GR, este foi muito menor quando se comparava ao controle. O
aumento na atividade da GR até 72 h sob encharcamento continuo, em ciclos mais avancados, C8
e C16, principalmente neste ultimo, provavelmente, estaria contribuindo para a diminuicdo de
espécies reativas de oxigénio. O decréscimo na atividade da GR, apos este periodo, pode estar
associado a um aumento da concentracdo de compostos antioxidantes e/ou aumento da atividade
de outras enzimas antioxidantes.
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FIGURA 1. Efeito do encharcamento continuo na atividade da redutase da glutationa (GR),
em raizes de plantulas da cv. BR107 e do ciclo 1 de selecdo do ‘Saracura’. Os valores de
cada cultivar representam a média de 3 repeticdes £ erro padrao da andlise de variancia,
p<0,01.



Ciclo 8

35

/g\ 30 4 y =-0,0012x% + 0,1644x + 15,082

I5) 2=
v 825 R°=0,68
O o
o
g
o
> £
Z E

g

£°

O T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144
Tempo de encharcamento
Ciclo 16
35 - y =-0,0018% + 0,2733x + 17,502

—_~ 2 —

.E 30 - . R°=0,64

2
x O 25- { ¢ .
O o
(0] ‘To-, 20 1
8 E
:'g = 154 ¢
< E 10-

£

£°

O T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144

Tempo de encharcamento (h)

FIGURA 2. Efeito do encharcamento continuo na atividade da redutase da glutationa (GR),
em raizes de plantulas dos ciclos 8 e 16 de sele¢do do ‘Saracura’. Os valores de cada
cultivar representam a média de 3 repeti¢des = erro padrdo da andlise de variancia,
p<0,01.



