MOEMY GOMLS DE MORAES

EFEITOS DA ANOXIA NO TEOR DE PROTEINAS E NAS ATIVIDADES
DA ALCOOL E LACTATO DESIDROGENASES EM ESPECIES
HERBACEAS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do curso de Pos-
Graduagio em Agronomia, drea de concentragdo Fisiologia
Vegetal, para obtengdo do titulo de “Mestre”.

Orientador:
Prof. Dr. José Donizeti Alves

LAVRAS )
MINAS GERAIS - BRASIL
1995


vitor
New Stamp

vitor
New Stamp

vitor
New Stamp


Ficha Catalografica preparada pela Segéo de Classificagdo e Catalogagio da Biblioteca
Central da UFLA

Moraes, Moemy Gomes de

Efeitos da anoxia no teor de proteinas e nas atividades da alcool e lactato
desidrogenases em espécies herbaceas / Moemy Gomes de Moraes. -- Lavras
UFLA, 1995.

42p. : 1l

Orientador: José Donizeti Alves.
Dissertagdo (Mestrado) - UFLA.
Bibliografia.

1. Planta herbacea - Anoxia. 2. Proteina. 3. Alcool desidrogenase. 4. Lactato
desidrogenase. 5. Enzima. 6. Estresse ambiental. 7. Gramineae. 8. Fisiologia
vegetal. 9. Bioquimica vegetal. I Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD- 581.133
- 581.192
- 582.12




MOEMY GOMES DE MORAES

EFEITOS DA ANOXIA NO TEOR DE PROTEINAS E NAS ATIVIDADES
" DA ALCOOL E LACTATO DESIDROGENASES EM ESPECIES
HERBACEAS

Dissertagdo apresentada 4 Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do curso de Pés-
Graduacfio em Agronomia, drea de concentragdo Fisiologia
Vegetal, para obtencfo do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 31 de Agosto de 1995

Pty -

R

Prof. Dr. Luiz Edson’Mota de Oliveira Prof, Dr. Custédio Donizete dos Santos

Tof. Dr. José Donizeti Alves
(Orientador)




Este trabalho faz parte do projeto “Estudo integrado da vegetagdo ciliar do alto do Rio
Grande e implantag#o de projeto de reflorestamento, com espécies nativas e exoticas na regido, as
margens dos reservatérios da CEMIG em Itutinga e Camargos, Minas Gerais”, que esta sendo

desenvolvido através do contrato CEMIG/UFLA/FAEPE.



“Uma das mais profundas, das mais caracteristicas fungdes dos organismos vivos, é a de
olhar para frente, de produzir futuro... Ndo ha um unico movimento, uma tnica postura que nio
implique num desenvolvimento, uma passagem para o proximo momento. Respirar, comer, mover-
se ¢ realmente antecipar. Ver é prever. Com cada uma de nossas agdes e cada um de nosso
pensamentos, nos engajamos no que vira a ser. Um organismo vive em fungdo da realidade de que

continuara a VIVER... e AMAR”

Frangois Jacob

A minha familia
Celeste, Valentino, Moema e Walter.

Dedico e oferego



AGRADECIMENTOS

Agradego & Universidade Federal de Lavras - UFLA, pela oportunidade de realizagio do
curso e 4 Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, pela
concessio da bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq e &
Companhia Energética de Minas Gerais - CEMIG pelo financiamento parcial deste projeto.

Ao professor José Donizeti Alves, pela orientagio, confianca e entusiasmo constante.

Aos professores Luiz Edson Mota de Oliveira e Custédio Donizete dos Santos pelas
sugestdes apresentadas.

Ao professor Jos¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto, pela permissdo para utilizagio dos
equipamentos e dependéncias do Laboratério de Cultura de Tecidos/DAG/UFLA.

A bolsista de Iniciagdo Cientifica Glaucia Angélica Amaral, pelo auxilio na conduggo do
experimento e companheirismo.

Ao professor Marcelo Ehlers Loureiro da Universidade Federal de Vigosa e 4 Nelson Delu
Filho, pelo grande auxilio nas analises eletroforéticas.

Aos funcionarios Dartagnam, Izonel e Eustaquio, pelo auxilio prestado.

A todos os amigos, do curso de Pds-Graduagdo ou ndo, pelo incentivo, apoio e amizade.

A todos que contribuiram, de alguma forma para a realiza¢io deste trabalho.



SUMARIO

Pagina
LISTADE FIGURAS..........c..cooviiitiiitiiniesieeeeeece e oo vi
LISTADE TABELAS.........co.ooooiiiiitieee e vii
RESUMBO...........oooiiiiiintne e e viii
SUMMARY ........cooomiiiitinineiieie e es oo e e e X
FINTRODUGAO........oooooeeeeeemmmmmanmiiiiioeeoeooeeoeeseesne s eeeeeooeoese 1
2 REVISAO DE LITERATURA.................oooovmmrereoeseeeeeeeseooeoooeeoeeoeoeooeooooooeooooo 3
3 MATERIAL E METODOS............cooooeeeiivrrrrrereerooeeeeeeeeeseseseeseeeeeeeeeoeee oo 8
3.1 Selegdo do material vegetal........................oococovomroorooosooee 8
3.2 Analise do CIESCIMENTO.....................oveveeieeeeeeeeeee oo 10
3.3 Avaliagdo do vigor e da sobrevivéncia com o retorno as condi¢des normais de
BETAGAD. ...ttt ettt 11
3.4 Extragdo e quantificagdo da atividade das enzimas alcool desidrogenase e lactato
deSIATOZENASE. ............o.ovvoeeieeeereeeee e 13
3.5 Quantificagdo do teor de proteinas solaveis.........................cocooo 14
3.6 Avaliagdo do padrio eletroforético de proteinas .....................ocooooooo 14
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ..............oo.ovmmoeomeomeeoeeoeeeeeeeeeoeeeoeeoeeoeoeoeeeeoooo 16

4.1 Efeito do déficit de oxigénio no crescimento relativo.................co.coooooooo 16



4.2 Sobrevivéncia das plantas ao retorno para condigdes normais de aeragio..................

4.3 Efeito do déficit de oxigénio no teor de proteinas.......................ccccovvevrerrereerernns

4.4 Efeito do déficit de oxigénio na atividade das enzimas alcool desidrogenase e lactato

AESIATOZENASE. ...........cvovevieiiieiiicecc ettt e e,

4.5 Influéncia do déficit de oxigénio

5CONCLUSOES.........cccooooee,

no padrdo eletroforético de proteinas.....................

...............................................................................

...............................................................................

20

24

28

33

36

38



LISTA DE FIGURAS

Periodo maximo de sobrevivéncia das espécies submetidas a anoxia.......................

Crescimento relativo das seis espécies estudadas em tratamento aerado (circulo

cheio) e anoxico (circulo vazio). Média de trés repetigdes..................cocovvverevninnn..

Sobrevivéncia das espécies apos uma semana de retorno as condigSes normais de

Teor de proteinas soluveis nas folhas (o) e raizes (0) das seis espécies estudadas sob
tratamento aerado (cheio) e andxico (vazio). Média de trés repeti¢des + erro padrio

AAMEAIA ..ot

Atividade da enzima 4lcool desidrogenase em folhas (o) e raizes () das seis espécies
estudadas submetidas ao tratamento aerado (cheio) e anéxico (vazio). Média de trés

repeticOes + erro padrdo damédia........................o.cooveveuveeeeeeeee e,
Atividade da enzima lactato desidrogenase em folhas (o) e raizes (0) das seis
espécies estudadas submetidas ao tratamento aerado (cheio) e andxico (vazio).

Meédia de trés repetigdes + erro padrdo da média.......................ccoovveriererecreree,

Variagdo no padrio eletroforético de proteinas de folhas em anoxia.........................

Pagina

17

21

25

29

30

35



LISTA DE TABELAS

Tabela

1 Espécies que foram estudadas previamente em condigdes de alagamento.....................

2 Vigor e presenga de odores de fermentagdo ao final do periodo experimental nas seis

espécies estudadas submetidas 4 anoxia

..........................................................................



RESUMO

MORAES, Moemy Gomes de. Efeitos da anoxia no teor de proteinas e nas atividades da
alcool e lactato desidrogenases em espécies herbaceas. Lavras: UFLA, 1995. 42p.
(Dissertagdo - Mestrado em Fisiologia Vegetal)*.

Objetivou-se estudar o comportamento de Polygonum acuminatum, Echinochloa
polystachia, E. pyramidalis, Brachiaria mutica, Melinis minutiflora e Digitaria suazilandensis
frente ao estresse anaerdbico, avaliando-se o crescimento durante o déficit de oxigénio, a
sobrevivéncia das plantas com o retorno as condigdes normais de aeragdio, associando-os &
alteragdes na atividade das enzimas alcool desidrogenase e lactato desidrogenase e variagdes
qualitativas e quantitativas das proteinas.

Foi observado um comportamento distinto no teor de proteinas tanto nas espécies
estudadas quanto em seus Orgdos. Nas seis espécies a alcool desidrogenase e a lactato
desidrogenase sdo constitutivas nas folhas e nas raizes, havendo de maneira geral a redugdo ou a
manutengdo na atividade das enzimas com o decorrer do periodo experimental para os dois
tratamentos e ndo ocorrendo diferengas expressivas nas raizes.

P. acuminatum foi a espécie que apresentou estratégias de tolerancia mais eficientes,
mantendo o metabolismo anaer6bico em niveis suficientes para o crescimento e sobrevivéncia pos-
anaerobiose. E. polystachia teve decréscimo no teor de proteinas e na atividade das enzimas com
a aplicagdo dos tratamentos, contudo manteve seu crescimento em magnitude semelhante para os

* QOrientador : Prof. Dr. José Donizeti Alves. Membros da Banca; Prof. Dr. Luiz Edson Mota de Oliveira e Prof.
Dr. Custédio Donizete dos Santos.



sobrevivéncia pds-anoxia. Em B. mutica houve um ajuste metabolico para as vias fermentativas,
propiciando o sucesso dessa espécie durante o periodo em anoxia e sua sobrevivéncia pos-anoxia.
M. minutiflora e D. suazilandensis tiveram o teor proteico e atividade das enzimas reduzida com a
anoxia, sendo insuficientes para que ocorresse o crescimento e o restabelecimento dessas espécies
em ambiente com condigdes normais de aeragdo. Houveram variages no padrio eletroforético de
proteinas de E. polystachia, E. pyramidalis, B. mutica, e D. suazilandensis detectadas desde o
primeiro dia de anoxia pelo desaparecimento de bandas e pelo surgimento e permanéncia de outras
bandas, confirmando a influéncia do estresse anaerébico no metabolismo respiratorio das espécies

estudadas.



SUMMARY

EFFECTS OF THE ANOXIA ON PROTEIN LEVELS AND ON ACTIVITIES OF

ALCOHOL AND LACTATE DEHYDROGENASES IN HERBACEOUS SPECIES.

The objective of this experiment was study the behavior of Polygonum
acuminatum, Echinochloa polystachia, E. pyramidalis, Brachiaria mutica, Melinis minutiflora
and Digitaria suazilandensis, in anaerobic stress, observing the growth during the oxygen deficit,
plants survival with the return to normal aeration conditions, associating both to changes of
alcohol dehydrogenase and lactate dehydrogenase activity and qualitatives and quantitatives
changes of proteins.

A different behavior was observed in protein levels in species and your organs. In
this six species the alcohol dehydrogenase and lactate dehydrogenase was constitutives in the
leaves and roots, with a reduction or the maintenance in enzimatic activity during the
experimental period for both treatments, occurring no expressive differences in roots, in generally
way.

The specie that presented more efficient strategies was P. acuminatum,
maintainning the anaerobic metabolism in sufficient levels to growth and pos-anaerobiosis survival.

E. polystachia had a degree in protein level and enzimatic activity with treatment aplication,



therefore this specie keep your growth in equivalent level for both treatments, using your reserves
with negative reflexus in vigour and post-anoxic survival .

There was a metabolic adjust in B. mutica for fermentative pathways, possibilitig
the sucess of this specie during the anoxic period and your post-anoxic survival. M. minutiflora
and D. suazilandensis had a reduced proteic level and enzimatic activity in anoxia, and it was no
sufficient to the growth and the restablishment of these species in normal conditions of aeration
environment. There were changes in protein eletrophoretic pattern of E. polystachia,
E. pyramidalis, B. mutica and D. suazilandensis, observed since the first anoxic day by the bands
disappearance and by the emerging and keep of other ones, confirming the inffluence of anaerobic

stress on respiratory metabolism of the studied species.



1 INTRODUCAO

Estima-se que 6% da superficie terrestre do globo sdo ocupadas por areas alagadas ou

pluvial, subsolo compactado, assoreamento dos rios e elevagdo do nivel de 4gua de represas e

reservatorios hidrelétricos, séo as causas mais freqiientemente apontadas como responséveis por

_esta condi¢éo.
i’aniculannente no Estado de Minas Gerais, somente as margens de deplecdo das
represas hidrelétricas da Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG) estende-se por um
perimetro proximo ao da Costa Brasileira e a variagdo do deplecionamento em algumas represas
chega a atingir 30,0 m (N. J. S. do Prado, comunicagdo pessoal). Esta area marginal das represas,
fica encoberta por dgua durante quatro meses por ano em média, deixando as plantas parcialmente
¢ em alguns casos, completamente alagadas.

Em ambientes como este, onde a resisténcia difusiva da maioria dos gases é

aproximadamente 10.000 vezes maior que no ar, a concentragio de oxigénio atinge, facilmente, o

desaparecimento da vegetacdo ciliar, o que contribui efetivamente para o assoreamento, turbidez
das aguas, desequilibrio do regime de cheias, erosdio e perda da perenidade dos rios, lagoas e

reservatorios, além do empobrecimento da ictiofauna.



Dentre as causas do insucesso do desenvolvimento de plantas em ambientes alagados,
onde ocorre a baixa disponibilidade de oxigénio, destaca-se a sensibilidade das espécies a este tipo
de estresse como decorréncia da auséncia de mecanismos de tolerancia ou resisténcia.

As diferentes estratégias de tolerdncia de diversas espécies ao estresse anoxico vem
sendo estudadas dentro do convénio CEMIG/UFLA/FAEPE. Esses estudos tém sido conduzidos
em condigBes de casa de vegetagdo, com o alagamento do sistema radicular das plantas, e em
condi¢des de campo, nas areas de deplegio de reservatorios hidrelétricos, com o alagamento total
ou parcial das plantas.

Objetivou-se portanto, estudar o comportamento de espécies herbaceas frente ao
estresse anbxico, avaliando-se o crescimento durante o déficit de oxigénio, a sobrevivéncia das
plantas com o retorno as condigdes normais de aeragdo, associando-os a alteragdes na atividade
das enzimas &lcool desidrogenase e lactato desidrogenase e variagdes qualitativas e quantitativas

das proteinas.



2 REVISAO DE LITERATURA

Em ambientes alagados, a agua funciona como barreira para a difusio do oxigénio
atmosférico para o solo, tornando o ambiente hipoxico. Com a respiragdo das plantas submersas e
dos microrganismos, o oxigénio é consumido criando uma condigdo de anoxia. Neste ambiente, o
metabolismo respiratorio das plantas é afetado devido & auséncia do aceptor final de elétrons,
paralisando assim, o ciclo de Krebs (Kennedy, Rumpho e Fox, 1992; Fox, Kennedy e Rumpho,
1994). Deste modo a glicolise segue a via fermentativa, com a conversdo do piruvato em etanol e
CO: ou lactato, concomitantemente com a oxidagio do NADH + H’, permitindo alguma
fosforilagdo ao nivel de substrato e a produgiio de ATP, embora em menor propor¢io que em
condi¢des aeradas (Miernyk, 1990).

As plantas superiores, de maneira geral, s3o aerdbicas e tém requerimento absoluto de
oxigénio para crescerem. Para que isto ocorra em anoxia, 0 aumento na taxa de fermentagio é
condi¢do primordial para o suprimento de energia e proporcionar condigdes favoraveis para a
manutencdo dos processos metabolicos basicos da planta (Davies, 1980; Setter e Ella, 1994). Se
a glicdlise opera em via fermentativa, a produgdo de ATP decresce de 36 para 2 moles de ATP
por mol de glicose, com isto a carga energética do adenilato decresce (Kennedy, Rumpho e Fox,
1992). Entretanto, para que as plantas tolerem a anoxia e hipoxia, a carga energética do adenilato

deve estar em niveis adequados (Couée et al. 1992) que propiciem a neossintese de proteinas e



acidos nucleicos, que sdo processos com alta demanda por energia na forma de ATP ¢ GTP
(Andrews et al., 1993).

A carga energética do adenilato de espécies tolerantes como o Oryza e Echinochloa
transferidas de condigGes aeradas para anoxicas, tém um decréscimo nas primeiras vinte e quatro
horas, estabilizando-se depois em valores proximos a 0.5, permanecendo estavel por varios dias

ou decrescendo vagarosamente (Crawford, 1992). Para compensar ainda que parcia!menteﬁo

decréscimo na sintese de ATP, em alguns casos hi uma aceleragdo no metabolismo glicolitico

caracterizado como efgi_’gg Pasteur ( Hole et al.. 1992). Isto faz dessa rota metabdlica uma via

dispendiosa em carboidratos, sendo que as espécies que toleram longos periodos em ambientes

anaerdbicos possuem tipicamente, grandes reservas de agticares (Crawford, 1992).

Em ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio, a capacidade de sobrevivéncia
das plantas varia entre as espécies. Plantas de batata e de milho por exemplo nio sobrevivem por
mais de trés dias quando o tubérculo e raizes, respectivamente, permanecem sob anoxia
(Andrews et al,, 1994 b; Sachs, Freeling e Okimoto, 1980) ao passo que plantulas de agai
permaneceram vivas durante 16 dias, totalmente submersas em éagua livre de oxigénio (Neto,
Alves e Oliveira, 1995 b). Sementes dessa mesma espécie ndo germinaram durante o periodo de
38 dias de anoxia, mas permaneceram viaveis, uma vez que retomaram o processo germinativo
apos o retorno das condigdes de aeragdo do meio (Neto, Alves e Oliveira, 1995 a). Para periodos
mais prolongados a literatura registra poucas espécies capazes de germinar e crescer sob
condigdes restritas de anoxia. E o caso de quatro espécies do género Echinochloa e Oryza sativa
(Fox, Kennedy e Rumpho, 1994; Mujer et al., 1993; Zhang et al. 1994) e de Acorus calamus

(Bucher e Kuhlemeier, 1993) que toleram de quatro a oito semanas em anoxia, respectivamente.



A tolerdncia & anoxia esta estreitamente relacionada com a agdo coordenada de

adaptagGes morfologicas, anatmicas e bioquimicas (Drew e Stolzy, 1991; Bucher e Kuhlemeier,
19('_93).' Ja foi estabelecido que o estresse anaerdbico induz mudangas no padrdo protéico em
varias espécies. Isto ocorre porque a sintese de proteinas é alterada devido a dissociagdo dos
polirribossomos, impossibilitando a tradugdo do mRNA e afetando , de uma maneira geral, o
metabolismo e o nivel energético celular (Kennedy, Rumpho e Fox, 1992; Mujer et al., 1993).
Quando ocorre tradugdo, esta se di de maneira preferencial nos transcritos que codifiquem os
polipeptideos anaerdbicos (Andrews et al,. 1993; Sachs, Freeling e Okimoto, 1980; Bailey-Serres,
Kloeckener-Gruissem e Freeling, 1988).

Ao nivel metabolico, a baixa disponibilidade de oxigénio induz alteragSes na
expressdo de genes nas plantas. Um grupo de 20 polipeptideos, designado por Sachs, Freeling ¢
Okimoto (1980) de polipeptideos anaerébicos (ANP’s) foram seletivamente sintetizados em raizes
primérias de milho ap6s cinco horas de anoxia. No mesmo tempo, a sintese de proteinas aerobicas
foi, na sua maioria reprimida. Esses polipeptideos anaerébicos tém sido bastante estudados em
milho e de maneira geral estdo envolvidos na glicolise e fermentacdo, tais como dalcool
desidrogenase (Sachs e Freeling, 1978; Russel e Sachs, 1992; Andrews et al., 1993), lactato

desidrogenase (Kennedy, Rumpho e Fox, 1992), piruvato descarboxilase (Wignarajah e

Greenway, 1976, Lazlo e Lawrence, 1983) e frutose-1,6 bisfosfato aldolase ( Kelley e Freeling,

1984). Ainda que os trés primeiros sistemas sejam os mais estudados (Kennedy, Rumpho e Fox,
1992), Crawford (1992) cita que o fendmeno mais associado com o déficit de oxigénio ¢ a
indugdo da sintese e da atividade da alcool desidrogenase, confirmando os dados de Sachs e
Freeling (1978) onde esta enzima ¢ o principal polipeptideo anaerdbico sintetizado no milho em

tal condigdo.



A enzima alcool desidrogenase é constituida por duas isoenzimas sendo que a
isoforma alcool desidrogenase 1 é a principal em termos de atividade e quantidade, atuando
como uma desidrogenase terminal que regenera o poder oxidante na auséncia de oxigénio
(Okimoto et al., 1980). Aparentemente, essa enzima ndo ¢ requerida para o crescimento do milho
em condigdes aeradas, contudo os estudos com mutantes que ndo possuem o gene que codifica
para a élcool desidrogenase 1 permitiram a confirmago da essencialidade desta enzima para a
sobrevivéncia do milho durante o alagamento (Lemke-Keyes e Sachs, 1989).

Em espécies tolerantes de Echinochloa e Oryza Mujer et al., (1993) conseguiram
distinguir cinco classes de proteinas cuja expressdo varia conforme o nivel de oxigénio no meio.
Bucher e Kuhlemeier (1993) estudando a expressdo dos genes que codificam para a 4lcool
desidrogenase verificaram em A. calamus a presenca de dois grupos de isoenzimas de élcool
desidrogenase, um presente constitutivamente e outro induzido durante a anoxia. Por outro lado
em soja, Newman e Van Toai (1992) verificaram que a alcool desidrogenase é um polipeptideo
codificado por trés genes sendo que um é expresso constitutivamente em todos os 6rgéos da
plantula, outro expresso constitutivamente em orgdos anaerdbicos e o terceiro expresso
predominantemente em raizes anaerdbicas.

Varios autores (Bayley-Serres, Kloeckener-Gruissem e Freeling, 1988 e Freeling e
Bennett, 1985) citam que a atividade da alcool desidrogenase é detectavel apenas em tecidos
aclorofilados, contudo Kimmerer e Mac Donald (1987) e Kimmerer (1987) relatam a presenga da
alcool desidrogenase em folhas de varias espécies. Neste aspecto, Kennedy, Rumpho e Fox
(1992) e Cobb e Kennedy (1987) sugerem que nas espécies tolerantes a anoxia, dois tergos da
atividade da alcool desidrogenase sdo detectados nas folhas, enquanto que nas espécies sensiveis

dois tergos da atividade estdo presentes nas raizes.



A enzima lactato desidrogenase ocorre normalmente em diversos tecidos vegetais na
forma de multiplas isoenzimas (Hoffman e Hanson, 1986) tendo uma participagdo determinante
na toleréncia ao estresse anaerdbico. Alguns autores afirmam que a glicolise por via lactica estd
limitada a fase de transicdo entre o metabolismo aerdbico e a fermentagdo etanolica (Davies,
Grego e Kenworthy, 1978; Rivoal e Hanson, 1994). No entanto, Betsche (1983) observou\uma
produgdo de lactato nas folhas de varias espécies, indicando que esta enzima atua normalmente
mesmo no estando em ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio.

Ainda com relagdo 4 lactato desidrogenase, foi observado que sua atividade aumenta
a medida que decresce o teor de oxigénio no meio, sendo que o lactato formado, é encontrado em
maiores quantidades no meio, como produto de sua excregio. Entretanto para que a excre¢do do
lactato acontega, deve haver um sistema de transporte especifico do mesmo a nivel de membrana
plasmatica (Rivoal e Hanson, 1993). Para Xia e Roberts (1994), a aclimatagdo dos tecidos ao
déficit de oxigénio aumenta a eficiéncia de excregdo do lactato, pois envolve a sintese de
transportadores de lactato, que permanecem funcionais durante a anoxia, evitando assim que a
acidose citoplasmatica alcance niveis irreversiveis de danos as células (Hoffman, Bent e Hanson,

1986; Xia e Saglio, 1992).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéio do material vegetal

As plantas utilizadas neste trabalho estdo sendo estudadas dentro do programa

UFLA/CEMIG/FAEPE, com o objetivo de revegetar areas de deplegio em reservatorios

hidroelétricos e foram selecionadas de acordo com o comportamento observado em estudos

prévios de crescimento, rusticidade e ocorréncia em ambientes alagados (Tabela 1).

TABELA 1: Espécies que foram estudadas previamente em condigdes de alagamento.

ESPECIE CONDICAO DE ALAGAMENTO REFERENCIA
Brachiaria mutica represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Brachiaria radicans represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Brachiaria radicans x B. mutica represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Digitaria suazilandensis represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Echinochloa polystachia represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Echinochloa pyramidalis represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Panicum repens represa hidrelétrica Oliveira, 1994
Melinis minutiflora represa hidrelétrica Pelacani, 1993

Polygonum acuminatum represa hidrelétrica Pelacani, 1993




Foram coletadas do painel de gramineas do Departamento de Biologia da UFLA
Echinichloa polystachia, Echinochloa pyramidalis, Brachiaria radicans, B. mutica, B. radicans
X mutica, Panicum repens, Digitaria suazilandensis, Melinis minutiflora e P(;gostemum sp e no
reservatorio hidroelétrico de Camargos em Itutinga-MG, a poligonacea Polygonum acuminatum .
Em seguida, os propagulos vegetativos foram colocados em germinadores em condigGes
ambientais, irrigados diariamente com agua de torneira de onde obtiveram-se as mudas, que de
maneira geral, apresentavam-se com quatro a seis langamentos foliares.

Apés a coleta das mudas, estas foram lavadas em &gua corrente e tratadas com
solugdo de hipoclorito de sodio 0,1% por cinco minutos, apos o que foram novamente lavadas em
agua destilada e colocadas em vidros com aproximadamente 650 mL de solu¢do nutritiva
(Oliveira, 1979) modificada por Pelacani (1993), diluida 1:5 de modo que ficassem totalmente
submersas, sendo em seguida submetidas aos tratamentos andxico e aerado. O tratamento
anoxico que foi realizado conforme a metodologia proposta por Neto, Alves e Oliveira (1995 a),
consistiu da aplicagéio de vacuo por duas vezes durante cinco minutos. Em seguida, os vidros
foram fechados com uma tampa de borracha com dois orificios. Por um dos orificios foi
introduzido um tubo plastico por onde borbulhou-se nitrogénio a uma vazio de 100 mL.min”,
por dois minutos, e imediatamente a tampa foi vedada com “parafilm”. O tratamento aerado
consistiu do borbulhamento constante de ar. Os vidros foram entdo alojados em sala de
crescimento, onde permaneceram por 16 dias a uma temperatura média de 25 + 3° C, no escuro,
para evitar a oxigenagio do meio pela fotossintese, conforme recomendagio de Bucher e
Kuhlemeier (1993) e Johnson, Cobb e Drew (1994). O delineamento experimental utilizado para
esta fase foi o inteiramente casualizado com cinco repetigdes, com uma planta por unidade

experimental.
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As avaliagdes da sobrevivéncia foram feitas todos os dias, de modo subjetivo,
observando-se o vigor das plantas . Nestas ocasides, a sala foi iluminada por um periodo minimo
de tempo necessario para completar a avaliag3o das plantas.

As espécies estudadas de acordo com seu comportamento, puderam ser agrupadas
nos niveis de tolerdncia como: Sensiveis (M. minutiflora, D. suazilandensis e Pogostemum sp),
intermediarias (B. mutica, B. radicans, B. radicans x mutica, P. repens e E. pyramidalis) e

tolerantes (P. acuminatum e E. polystachia) (Figura 1).

3.2 Anilise doérescimento

Dentro de cada grupo foram selecionadas duas espécies, estabelecendo-se o tempo
méaximo de permanéncia como sendo de quatro dias para as espécies sensiveis (M. minutiflora e
D. suazilandensis), oito dias para as intermediérias (E. pyramidalis e B. mutica) e doze dias para
as tolerantes (P. acuminatum e E. polystachia).

Novas mudas das espécies selecionadas foram submetidas aos tratamentos aerado e
anéxico, nas mesmas condigdes descritas anteriormente, utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeti¢Ses ¢ uma planta por unidade experimental.

Em intervalos de um, dois e trés dias para as espécies sensiveis, intermedidrias e
tolerantes, respectivamente, avaliou-se 0 comprimento das plantas, medindo a distincia entre o
coleto e o ponto de insergéo da tltima folha, de onde obteve-se o crescimento relativo (CR) pela
relagdo entre o crescimento das plantas nos diversos periodos de avaliagéio e o tamanho inicial, de

acordo com a expressio:
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_ Ct;—Ct,
CR=—G—"

onde:
Cto = Comprimento da planta no tempo zero

Ct, = Comprimento da planta nos diferentes tempos de avaliagéo.

3.3 Avaliaciio do vigor e da sobrevivéncia com o retorno as condi¢ées normais de aeracgio

Um novo experimento em delinecamento inteiramente casualizado com cinco
repeticGes e uma planta por unidade experimental foi destinado a avaliagiio do vigor ao final do
tratamento e a sobrevivéncia das plantas ao retornarem para condi¢des normais de aeragio. Para
tanto aplicou-se os tratamentos aerado e andxico, descritos anteriormente, no periodo méaximo
estabelecido para cada grupo de tolerincia. Ao final do experimento o vigor foi avaliado
atribuindo-se subjetivamente notas no intervalo de zero a dez, considerando-se as plantas do
tratamento aerado com nota dez, uma vez que permaneceram vigorosas durante todo o periodo
experimental. Observou-se também se ocorreu a presenca de odores de fermentagdo. Logo em
seguida, as plantas foram transplantadas para caixas com areia, alojadas em condigdes de viveiro,

onde foi verificada a sobrevivéncia das plantas durante uma semana ap6s o transplantio.
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FIGURA 1. Periodo maximo de sobrevivéncia das espécies submetidas a anoxia.
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3.4 Extracdo e quantificaciio da atividade das enzimas dlcool desidrogenase e lactato

desidrogenase

Apos a avaliagdo do crescimento, as plantas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -10° C para posterior avaliagio do metabolismo
anaerobico.

A extrag@o das proteinas foi feita em folhas e raizes homogeneizando-se o material
vegetal na proporgio de 100 mg de tecido por mililitro de meio extrator composto pelos
seguintes componentes em mol.m> : Tris-HCl pH 6.8, 50 ; Na" 110, EDTA, 1; tiamina
pirofosfato (TPP), 0.5; Mg 2.5 e ditiotreitol (DTT), 2. O macerado obtido foi centrifugado a
20000g por 10 minutos a uma temperatura entre 0 e 4° C .

Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram adicionadas em meio especifico para as
enzimas com volume final de 3 mL. O meio para a alcool desidrogenase foi composto em mol.m™
por: tampdo Tris-HCI, pH 8.9 50; ditiotreitol (DTT) 2; BNAD 0.25; e 100 pL de etanol 96%. A
reagdo foi quantificada na dire¢do da oxidag¢do do etanol (Bertani, Bambrilla ¢ Menegus, 1980). O
meio especifico para a lactato desidrogenase foi composto em m. mol” por: tampdo Tris-Glicina
pH 9.9, 100; sulfato de hidrazina, 5; e lactato de sodio, 60. A rea¢do foi quantificada na diregéio

da oxidag@o do lactato (modificado de Hoffiman e Hanson, 1986).
Apo0s trés minutos a 25° C, a atividade das duas enzimas foi quantificada pela leitura

da absorbdncia em espectrofotometro a 340 nm, utilizando-se como padrio solugdes aquosas de

NADH + H' variando na faixa de 5.10° a 75.10 pmoles.
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3.5 Quantificagiio do teor de proteinas soliveis

Nos extratos obtidos para a avaliagdo da atividade enzimatica, foi feita a quantificagdo
do teor de proteinas solaveis pelo método de Bradford (1976), que consistiu da adi¢io de 100 pL
do extrato em cinco mL do reagente de Comassie (0.01% de Comassie blue G-250; 8,5% de
acido fosforico e 4,7% de etanol). Apos cinco minutos foi feita a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595 nm. A curva padréo foi feita utilizando soroalbumina bovina (BSA)

como padréo, na faixa de 20 a 100pug.

3.6 Avaliacdo do padréo eletroforético de proteinas

Para as analises eletroforéticas, foram feitas extragSes homogeneizando-se as folhas
de plantas com até quatro dias de tratamento anéxico em nitrogénio liquido, utilizando uma
proporgéo de 1 g de material vegetal para 3 mL de tampéo de extragdo composto em mol.m™ por:
NaCl, 150; phenil-methyl-sulfonil fluoride (PMSF), 1, acido ascorbico, 79 e
polivinilpolipirrolidona (PVPP), 0,5%. A extragdo foi realizada com agitagio em cimara fria (6 a
12°C) por pelo menos duas horas. Em seguida foi feita uma centrifugagiio a 20000g em
temperatura entre 0 e 4° C por quinze minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana
Miracloth e as proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (1976).

Foi feita a didlise em tampao carbonato de sodio 100 mol.m™>, pH 7.0 em seguida foi
feita a liofilizag@o dos extratos, que foram posteriormente ressuspendidos para um volume final de
S0uL. Em seguida os extratos foram aplicados em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de

sodio (SDS) em gradiente linear de 10 a 18% (Walker, 1984) em tampdo Tris-HCl 0,375 M , pH
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8.9 no gel separador e gel concentrador a 5% em tampéo Tris-HCl 0,077 M, pH 6.8 .A corrida
foi feita aplicando 100 volts até o azul de bromofenol chegar na extremidade inferior do gel,
utilizando o tampdo Tris-glicina pH 8.3 (Laemmli, 1970).

Os géis foram corados com Coomassie Blue R-250 e posteriormente corados com

nitrato de prata a 0,15% (Bollag e Edelstein, 1991).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do déficit de oxigénio no crescimento relativo

De maneira geral os dados obtidos na anilise de crescimento confirmam o
comportamento observado no experimento preliminar realizado para a selegio das plantas
(Figura 1).

Das espécies estudadas , P. acuminatum (Figura 2A) e E. polystachia (Figura 2B)
foram as que apresentaram maior crescimento em condigSes anaerdbicas, atingindo em
relagdo ao tempo inicial um incremento de 35,0 e 61,0% , respectivamente. Ao contrario de
P. acuminatum, que ao final do periodo experimental apresentou , sob anoxia, um decréscimo no
crescimento de 43,0% em relagdo aquelas do tratamento aerado, o crescimento relativo da
espécie E. polystachia ocorreu na mesma proporgdo para ambos os tratamentos. E. polystachia,
por sinal, apresenta um crescimento extremamente adaptado sob condigdes naturais de alagamento
na regido de Itutinga-MG (Oliveira, 1994). De acordo com Piedade (1988), as maiores taxas de
crescimento da parte aérea dessa mesma espécie, foram observadas justamente na época de

alagamento na regido Amazonica, atingindo a marca de quatro centimetros por dia.
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FIGURA 2. Crescimento relativo das seis espécies estudadas em tratamento aerado (circulo cheio)

€ anoxico (circulo vazio). Média de trés repetiges.
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E. pyramidalis (Figura 2C) e B. mutica (Figura 2D) apresentaram comportamento
distinto das espécies anteriormente citadas, caracterizado por uma redugio de, respectivamente,
83,1 e 51,2% no crescimento em ambiente andxico relativamente ao continuo crescimento
observado nas plantas do tratamento aerado.

De todas as espécies estudadas, M. minutiflora (Figura 2E) foi a inica que apresentou
paralisagdo do crescimento sob condi¢Ges anaerobicas. Durante os dois primeiros dias em anoxia,
D. suazilandensis (Figura 2F) apresentou uma paralisacdo no seu crescimento seguido por uma
fase de crescimento ativo, representando ao final do experimento 60,0% do crescimento das
plantas sob aeragdo.

E importante salientar que as espécies P. acuminatum, E. polystachia, B. mutica, e
D. suazilandensis apresentaram sob aeragdo um crescimento lento até a segunda avaliagdo,
seguido por uma fase acelerada. Esta fase de crescimento lento também foi observada nas espécies
P. acuminatum, E. polystachia, e D. suazilandensis sob anoxia. Este fato sugere que estas
espécies passaram por um periodo de aclimata¢do, uma vez que as mesmas foram transferidas de
um ambiente com condi¢Ses normais de aeragdo para um ambiente aquoso. Por outro lado E.
pyramidalis apresentou sob aeragdo normal um comportamento distinto, caracterizado por fases
de crescimento lenta, ativa e novamente lenta.

Ao final do décimo segundo dia de tratamento, as plantas de P. acuminatum
submetidas ao tratamento andxico apesar do menor crescimento observado em relagdo as aeradas
(Figura 2A), foram as que apresentaram-se mais vigorosas, verdes e com aspecto semelhante ao
das plantas do tratamento aerado (Tabela 2) , embora sem emissdo de novas raizes adventicias.
Segundo Armstrong, Brindle e Jackson (1994), as raizes sdo particularmente sensiveis ao déficit

de oxigénio no meio, sendo que o unico relato na literatura, refere-se ao crescimento de raizes
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primarias de 7Trapa natans. Este comportamento é semelhante ao de outras espécies
reconhecidamente tolerantes, como o caso do arroz e de algumas espécies do género

Echinochloa, que crescem sob ambientes anaerobicos em fungiio da expansdo e alongamento

celular (Vander Zee e Kennedy, 1981).

TABELA 2. Vigor e presenga de odores de fermentagdo ao final do periodo experimental nas seis

espécies estudadas submetidas & anoxia.

ESPECIE TEMPO CARACTERISTICA
(DIAS) VIGOR ODOR

P. acuminatum 12 10 AUSENTE
E. polystachia 12 0 PRESENTE
E. pyramidalis 8 5 PRESENTE
B. mutica 8 7 PRESENTE
M. minutiflora 4 7 PRESENTE
D. suazilandensis 4 5 PRESENTE

Por outro lado, as plantas de E. polystachia apresentaram-se vigorosas até o nono dia.
A partir dai, houve uma acelerada senescéncia caracterizada por clorose e necrose seguida de
morte ao décimo segundo dia. As quatro espécies restantes apresentaram um comportamento
intermediario ao das duas espécies anteriores, sendo que B. mutica e M. minutiflora foram mais

vigorosas que E. pyramidalis e D. suazilandensis.



20

Observa-se pela tabela 2 que ao final do periodo experimental, foram detectados
odores de fermentagdo provenientes das plantas do tratamento andxico, exceto em
P. acuminatum.

Plantas que toleram anoxia, segundo Cobb e Kennedy (1987) crescem
preferencialmente a sua parte aérea . Esta caracteristica representa uma resposta adaptativa
importante , pois possibilitara alcangar rapidamente a atmosfera, permitindo assim, a difusdo do
oxigénio para as partes submersas se estas forem dotadas de aerénquimas. Isto representa um
mecanismo de escape a auséncia de oxigénio pois as plantas podem, mesmo sob alagamento, ter
um suprimento de oxigénio suficiente para preservar o estado energético das células e
consequentemente a manuten¢do dos processos metabolicos (Drew, Saglio e Pradet, 1985).
Contudo, neste trabalho as plantas foram totalmente submersas em meio andxico, sendo
praticamente impossivel qualquer contato com oxigénio externo e sem chances de recorrer a este
mecanismo de escape a anoxia, quando elas o possuem. No entanto, das espécies estudadas
somente P. acuminatum (Figura 2A) e E. polystachia (Figura 2B) poderiam se valer desse
mecanismo, uma vez que conseguem crescer em niveis satisfatorios sob anaerobiose por um

periodo de tempo relativamente longo.

4.2 Sobrevivéncia das plantas ao retorno para condicdes normais de aeragfio

Quando retornaram a condigdes normoxicas, as plantas que estavam completamente
alagadas porém com aeragdo, a excegdo de M. minutiflora, que apresentou uma taxa de
sobrevivéncia de 40%, as plantas das demais espécies permaneceram todas vivas até o final do

periodo de observagdo (Figura 3). Durante este mesmo periodo, dentre as plantas que estavam sob



21

=

_%%%%%//////%

.

N|

Bl

N

100

o
e} Al

(%) VIDNIAIATIIOS

o o o o
© <

ESPECIES

aerado

[Janoxia
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anaerobiose, P. acuminatum e E. pyramidalis apresentaram 100% de sobrevivéncia, enquanto que

em B. mutica e M. minutiflora a sobrevivéncia foi de 80 e 40%, respectivamente e em
E. polystachia e D. suazilandensis ndo houve sobrevivéncia.

De todas as espécies estudadas, P. acuminatum foi a Gnica verdadeiramente tolerante
a anoxia, por que permaneceu maior tempo em anoxia (15 dias) (Figura 1), conseguiu crescer
durante o estresse, obteve nota maxima para o vigor (Tabela 2) e preservou sua integridade
celular, com reflexo positivo na sua sobrevivéncia pos-anaerobiose (Figura 3). Este crescimento da
parte aérea sob anaerobiose representa uma importante resposta adaptativa desta espécie, uma vez
que sob condigdes naturais de alagamento a planta poderia alcangar a atmosfera, permitindo assim,
a difusdo de oxigénio para as partes submersas. Por outro lado E. polystachia que apresentou
crescimento semelhante as que estavam em aeragdo (Figura 2B), ndo conseguiram sobreviver pos
anoxia (Figura 3). Estes resultados indicam que os doze dias de estresse foram muito longos para
esta espécie, fazendo com que ela provavelmente tivesse suas reservas esgotadas, levando a uma
perda suficientemente forte em seu vigor para que ndo sobrevivesse.

Ja E. pyramidalis que recebeu nota cinco para o vigor, também apresentou 100% de
sobrevivéncia enquanto que 80 % das plantas de B. mutica que receberam nota sete,
sobreviveram. Estes resultados mostram que apesar destas espécies terem sido afetadas
parcialmente em seu vigor pela condigdo anaerébica , foram capazes de se recuperar pos-
anaerobiose. Esta sobrevivéncia possivelmente esteja relacionada a sua menor taxa de crescimento
durante o periodo de anaerobiose, o que proporcionou uma economia de reservas, que foram
utilizadas para o crescimento com o retorno as condigdes normais do ambiente, fato que nédo
ocorreu com E. polystachia e D. suazilandensis. As espécies que mostraram-se sensiveis ao

estresse foram M. minutiflora e D. suazilandensis, ja que elas praticamente ndo cresceram sob
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anoxia juntamente com o comprometimento de seu vigor e sobrevivéncia . Pelacani (1993)
estudando a incidéncia de plantas provenientes de banco de sementes de esterco bovino utilizado
para adubagdo de covas destinadas ao plantio de mudas-para a revegetacdo de areas de deplegdo,
que sdo constantemente sujeitas a inundagGes periodicas, observou que a incidéncia de M.
minutiflora foi anulada apds a inundagio em relagio ao periodo anterior.

A tolerdncia 4 anoxia envolve tanto a sobrevivéncia das plantas em ambiente privado
de oxigénio quanto o seu retorno para ambientes com condi¢des normais de aeragio (Myernik,
1990). Contudo a reexposigéo ao ar pode gerar radicais superéxido e o sucesso do retorno se
deve a niveis adequados das enzimas superdxido dismutase, catalases e peroxidases e da presencga
de antioxidantes naturais como a glutationa e o acido ascorbico (Albrecht € Wiedenroth, 1994).
Em Iris pseudacorus os altos niveis de atividade da enzima superdxido dismutase sdo citados
COmo 0s responsaveis por seu sucesso a reexposi¢do ao ar (Monk, Fargested e Crawford, 1987).
Possivelmente P. acuminatum, E. pyramidalis e B. mutica além dos mecanismos para a economia
das reservas energéticas, possuissem niveis adequados dessas enzimas e antioxidantes para
garantir a sobrevivéncia com o retorno a aeragdo, como ocorre com outras espécies que toleram
hipoxia e anoxia (Armstrong, Brindle e Jackson, 1994). Segundo Scandalios (1993), a viabilidade
das espécies desprovidas desses mecanismos é perdida rapidamente por danos causados por
radicais como mutagGes, disfungGes das enzimas e danos oxidativos aos lipideos e membranas,

levando a perda do contetdo celular.
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4.3 Efeito do déficit de oxigénio no teor de proteinas

Tanto nas espécies estudadas quanto em seus orgdos, observou-se um comportamento
diferenciado do teor de proteinas em resposta & anoxia. Nas raizes de P. acuminatum (Figura 4A)
ndo houve diferengas no teor de proteinas entre os tratamentos aerado e andxico sendo os niveis
detectados em valores proximos a zero e sem flutuagdes durante todo o periodo experimental. Nas
folhas de plantas sob aeragdo houve um decréscimo linear no teor de proteinas durante todo o
periodo experimental enquanto que no tratamento anoxico, observou-se um decréscimo até o
terceiro dia seguido de aumentos até chegar em niveis semelhantes aos iniciais, porém maiores
que aqueles observados em folhas aeradas. Estes resultados sugerem um rearranjo da maquinaria
metabolica resultando na sintese de polipeptideos anaerébicos nas folhas, que sdo provavelmente
os responsaveis pelo sucesso desta espécie em ambientes deficientes em oxigénio. Com isto
possibilitou-se a conservagio da integridade celular, garantindo o crescimento (Figura 2A), o
vigor (Tabela 2) durante o estresse e a sobrevivéncia (Figura 3) com o retorno a condi¢bes
normais de aeragdo. Para Moquot et al. (1981) existe uma forte correlagdo entre a capacidade de
manter os niveis de proteinas em condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio com a
manutengio da carga energética do adenilato.

Em E. polystachia (Figura 4B) nio houve diferengas nos teores de proteinas em
ambos os Orgdos, entre os tratamentos andxico e aerado. Nas raizes ocorreu um pequeno
decréscimo no teor de proteinas até o terceiro dia, estabilizando em seguida até o final do periodo,
enquanto que nas folhas houve uma queda progressiva no teor de proteinas para ambos os
tratamentos, que oscilaram até o final do experimento. Este fato sugere que a sintese de

polipeptideos anaer6bicas ndo ocorreu em niveis suficientemente elevados para garantir a sua
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tratamento aerado (cheio) e andxico (vazio). Média de trés repeti¢es + erro padréio

da média.



26

integridade celular durante o periodo de doze dias em anoxia, pois até o nono dia, as plantas ndo
apresentavam caracteristicas tdo expressivas da perda de seu vigor. A alta taxa de crescimento que
as plantas de £. polystachia vinham experimentando até entdo (Figura 2B), deve ter esgotado suas
reservas levando-a a um colapso celular, impedindo seu restabelecimento quando submetidas as
condigdes aeradas (Figura 3).

O teor de proteinas tanto da folha quanto da raiz de E. pyramydalis (Figura 4C)
apresentou um comportamento semelhante. Sob aeragdo houve um aumento significativo até o
quarto dia, estabilizando em seguida em niveis trés vezes maiores que o inicial. No tratamento
an6xico, o teor protéico permaneceu constante até o sexto dia , quando houve um incremento
significativo alcangando ao final do experimento, os niveis do tratamento aerado. Tanto o
crescimento das plantas (Figura 2C), quanto os teores de proteinas foliar e radicular sob ambiente
anoxico foi menor que aqueles observados no tratamento aerado. Este comportamento sugere a
inibicdo de sintese de proteinas com um posterior redirecionamento para o metabolismo
fermentativo. Novamente fica caracterizada, ainda que tardiamente, uma alta sintese de
polipeptideos anaerdbicos tanto nas raizes quanto nas folhas, necessarios para que a planta
conseguisse sobreviver com o retorno a condigdes normoxicas (Figura 3).

Em folhas de B. mutica o teor de proteinas foi, de maneira geral, semelhante para
ambos os tratamentos, na'iq variapdo durante todo o periodo experimental (Figura 4D). Quanto as
raizes, no tratamento aerdbico, o teor protéico manteve-se quantitativamente em um nivel inferior
que o do tratamento anoxico o qual permaneceu proximo ao nivel inicial, porém sempre inferiores
aos das folhas. O crescimento dessa espécie foi reduzido em anoxia (Figura 2D), contudo o teor
de proteinas nas folhas ndo foi afetado, indicando que essa manutengdo foi necessaria para garantir

as exigéncias dos mecanismos de sobrevivéncia com o retorno a aeragéo (Figura 3).
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Em M. minutiflora o tratamento sem oxigénio afetou o teor de proteinas nas folhas
(Figura 4E), mantendo o nivel bem menor que o do tratamento aerado, que foi mantido durante
todo o periodo experimental. Este decréscimo no teor protéico deve ter sido um dos fatores
determinantes da paralisagéo do crescimento dessa espécie em anoxia (Figura 2E). Nas raizes, o
tratamento aerado manteve o nivel constante enquanto que houve uma pequena queda no teor de
proteinas no primeiro dia de tratamento andxico com elevagdo do nivel, até alcangar aquele do
tratamento aerado.

Nas folhas de D. suazilandensis sob aeragdo, houve um decréscimo significativo no
nivel de proteinas durante o primeiro dia de tratamento (Figura 4F), contudo no tratamento
anéxico o nivel de proteinas apds a queda foi mantido acima do nivel do tratamento aerado.
Apesar do teor protéico ter sido maior em anoxia nio houve sobrevivéncia com o retorno a
aeragdo (Figura 3) que pode ter sido em decorréncia do crescimento ocorrido, mesmo que em
proporgao menor que o tratamento aerado, consumindo reservas de essencial importancia para seu
restabelecimento pos anaerobiose. As raizes em condigdes anaerdbicas mantiveram o nivel
durante todo o periodo experimental. Nas raizes aeradas houve um decréscimo significativo até o
quarto dia.

A excegio de E. pyramidalis que apresentou um aumento no teor protéico nos seus
0rgdos nos dois tratamentos, nas demais espécies o teor caiu, ou manteve-se inalterado,
demonstrando que a sintese foi afetada. Alternativamente pode-se atribuir a redugdo no teor
protéico a degradagdo das proteinas pela sintese e/ou ativagdo de proteases, que normalmente
acontece em baixas tensoes de oxigénio (Neuman e Van Toai, 1991).

Mocquot et al. (1981), Sachs, Freeling e Okimoto (1980) sugerem que a eficiéncia de

plantas que sobrevivem por varios dias em anoxia se deve provavelmente a um redirecionamento
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da maquinaria para a sintese de proteinas nas folhas durante o estresse, de forma a garantir um
minimo de energia necessaria para a manutengdo de vias metabolicas alternativas para a produgio
de ATP. As diferengas observadas no comportamento entre as espécies e entre os 6rgaos ja foram
detectadas em outras pesquisas (Andrews et al., 1994 b, Cobb e Kennedy, 1987), e podem ser
atribuidas a diferentes estratégias de resposta ao estresse. Variagdes também podem ocorrer
devido a diferengas na idade dos tecidos e da existéncia ou ndo pré-tratamento hipoxico (Andrews

etal, 1994 a).

4.4 Efeito do déficit de oxigénio na atividade das enzimas dlcool desidrogenase e lactato

desidrogenase

Nas seis espécies estudadas foram detectadas as atividades da enzima alcool
desidrogenase (Figura 5) e da lactato desidrogenase (Figura 6) em folhas e raizes desde o tempo
zero, indicando que nestas espécies, sio enzimas constitutivas. De maneira geral, ndo foram
detectadas diferencas entre as atividades da 4lcool desidrogenase e da lactato desidrogenase nas
raizes de plantas sob tratamento aerado e anéxico. Com o decorrer do periodo experimental
houve a manutengéo ou a redugdio da atividade das enzimas nas folhas, sendo que estas
apresentaram comportamento semelhante entre algumas espécies que podem ser descritas em trés
classes distintas. Na primeira classe constituida por P. acuminatum (Figura 5A e 6A),
M. minutiflora (Figura 5E e 6E) e D. suazilandensis (Figura 5F e 6F) a atividade das enzimas,
independentemente do tratamento aplicado, apresentou-se durante todo o periodo, maior nas
folhas que nas raizes. A auséncia de oxigénio no entanto, ao contrario de P. acuminatum que

ndo alterou a atividade em relagdo as aeradas, promoveu nas folhas de M. minutiflora menor
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FIGURA 5. Atividade da enzima alcool desidrogenase em folhas (0) e raizes (() das seis espécies
estudadas submetidas ao tratamento aerado (cheio) e andxico (vazio). Média de trés

repetigdes * erro padrdo da média.
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atividade de ambas as enzimas e em D. suazilandensis a menor atividade da alcool desidrogenase.
Para E. polystachia (Figura 5B e 6B) e E. pyramidalis (Figura 5C e 6C), o nivel de atividade das
duas enzimas nas folhas caiu ao nivel da raiz, a partir da segunda avaliagdo. B. mutica foi a Gnica
espécie que apresentou, em anoxia, maior atividade que sob condi¢des aeradas (Figura 5D e 6D).
Dentro da primeira classe, P. acuminatum foi a Gnica espécie que apresentou nas
folhas, independentemente do tratamento aplicado, maiores niveis de proteina (Figura 4A) e de

atividade enzimatica (Figuras SA e 6A). Em condigdes de anoxia, hi uma relagio quantitativa

entre o valor da carga energética e o nivel de atividade metabélica das vias fermentativas (Saglio,
Raymond e Pradet, 1980), entdo o comportamento desta espécie revela um metabolismo
anaerébico ativo, que permite a manutengdo da produgio de ATP e reciclagem do poder redutor
sob tratamento anaer6bico, essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Neste caso,
observa-se que P. acuminatum cresceu durante a anaerobiose (Figura 2A), bem como sobreviveu
no periodo apos o estresse (Figura 3). Por outro lado, o decréscimo na carga energética do
adenilato e o acimulo de poder redutor em decorréncia da menor atividade da alcool
desidrogenase e da lactato desidrogenase em folhas de M. minutiflora e a menor atividade da
élcool desidrogenase em folhas de D. suazilandensis poderia explicar, em parte, a sensibilidade
dessas espécies ao déficit de oxigénio. Para M. minutiflora o vigor deve ter sido garantido pela
paralisagio do crescimento em ambiente livre de oxigénio, mas foi insuficiente para garantir a
sobrevivéncia das plantas ao retornarem para as condigSes normais de aeragdo (Figura 3).

Na segunda classe constituida por E. polystachia e E. pyramidalis, a baixa atividade
das enzimas (Figura 5B e 6B) e a queda no teor de proteinas em E. polystachia possivelmente
conduziu a uma queda na carga energética do adenilato que poderia ter sido acentuada pelo alto

crescimento relativo desta espécie que foi de igual magnitude para ambos os tratamentos (Figura
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2B), causando com isto um esgotamento de suas reservas (Figura 3B) e impedindo assim a
manutenc¢do do seu vigor (Tabela 2) e da sua sobrevivéncia com o término do tratamento aerado
(Figura 3). Por outro lado em E. pyramidalis, esta mesma queda na carga energética do adenilato
poderia ter sido atenuada pelo menor crescimento em anaerobiose (Figura 2C) e pelo aumento do
teor de proteina entre o sexto e o oitavo dia de estresse, que neste caso poderia ser atribuido a
sintese de outros polipeptideos anaerdbicos . Isto garantiria a sobrevivéncia (Figura 3), contudo
sem manter um alto vigor (Tabela 2).

Na espécie representativa da terceira classe, B. mutica, observa-se que a mesma
manteve vigor e sobreviveu ao estresse anaerdbico, possivelmente devido ao ajuste metabolico
que neste caso seguiu preferencialmente para ambas as rotas fermentativas.

Estes resultados com relagéio a atividade da enzima élcool desidrogenase concordam
com os de Cobb e Kennedy (1987), onde o aumento na atividade da alcool desidrogenase nio é,
necessariamente um indicativo da habilidade da sobrevivéncia de um organismo em anaerobiose,
pois pode ocorrer tanto em espécies tolerantes como em ndo tolerantes a baixa disponibilidade de
oxigénio, entretanto diferem dos resultados de Okimoto et al. (1980), onde a atividade desta
enzima ¢ induzida apenas em raizes anaerébicas. A atividade da ADH ndo esté relacionada com
os niveis de mRNA para esta enzima em raizes primarias de milho, pois enquanto h4 um aumento
rapido da transcrigdo seguido de um declinio, a atividade enzimatica continua aumentando cerca
de 48 horas, indicando que a relagéo depende da duragdo da anoxia (Andrews et al., 1994 a).

Varios autores citam que a fermentag#o lactica esta limitada a fase de transig;,io entre 0
metabolismo aerébico e a fermentagdo etanolica , o que pode estar restrito a alguns minutos ap6s
a exposicdo a baixas tensdes de oxigénio (Davies, 1980; Rivoal ¢ Hanson, 1994). Em camadas de

aleurona de cevada em hipoxia nas primeiras oito horas hi uma inducdo consideravel da atividade
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da lactato desidrogenase, ocorrendo um forte declinio quando os niveis de oxigénio sio reduzidos
a 0% (Hanson e Jacobsen, 1984). Contudo em raizes de algumas espécies do género Limonium a
fermentagdo do lactato ¢ sustentada durante uma anoxia prolongada (Rivoal e Hanson, 1993). Em
Euterpe oleracea, Neto, Alves e Oliveira (1995 a) observaram que a atividade da lactato
desidrogenase foi sempre maior do que a atividade da alcool desidrogenase em todos os érgdos
estudados, desviando a glicélise, preferencialmente, para a produgéo de lactato.

Para as espécies estudadas houve uma concordancia com os dados de Betsche (1983),
que observou atividade da lactato desidrogenase em folhas de varias espécies em condigbes
normais de oxigénio e sugeriu que nestas espécies, a lactato desidrogenase ndo tem uma
participaggo direta no metabolismo anaerébico.

A diversidade nas respostas ao estresse anaerébico é um fato presente em vérios
trabalhos, sugerindo complexidade na interagdo dos mecanismos que controlam o metabolismo
anaerdbico. Umeda e Uchimiya (1994) concordam com esta premissa e explicam que isto envolve
a concentragéo do produto e substrato, a sintese e degradagio de enzimas, a ativagdo e represso
enzimatica e a taxa de transcrigio dos genes relacionados com a glicolise e a estabilidade destes

transcritos.

4.5 Influéncia do déficit de oxigénio no padriio eletroforético de proteinas

Dentre as espécies estudadas apenas P. acuminatum e M. minutiflora ndo
apresentaram resolugdo no gel, sendo que foram prejudicadas pela presenga de grandes
quantidades de compostos fendlicos e baixissimas concentragdes de proteinas, provavelmente

devido s degradagGes ocorridas durante o periodo de armazenamento do material vegetal.
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O padrio eletroforético das proteinas sofreu véarias modificagdes, a exemplo dos
resultados obtidos em raizes primarias de milho por Sachs, Freeling e Okimoto (1980) e algumas
espécies do género Echinochloa (Mujer et al., 1993). Com o decorrer da imposigio do tratamento
a maioria das proteinas desapareceram, enquanto outras apareceram reafirmando a interrupgdo do
metabolismo aerébico e ativagio do metabolismo anaerébico. As proteinas que desapareceram sdo
exclusivas & condigdes normais de oxigénio. Varias das proteinas que sdo estimuladas pelo
estresse andxico foram reconhecidas como enzimas glicoliticas e fermentativas ou envolvidas no
metabolismo da glicose-fosfato (Sachs e Ho, 1986). Algumas proteinas permaneceram durante a
anoxia demonstrando sua natureza constitutiva, & exemplo da alcool desidrogenase em
D. suazilandensis (Figura 7), que estava presente desde o tempo zero, sofrendo um decréscimo na

sua concentragio, com reflexos na queda de sua atividade.
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FIGURA 7. Variagdo no padrio eletroforético de proteinas de folhas em anoxia.



5 CONCLUSOES

- Em todas as espécies estudadas as respostas metaboélicas foram mais pronunciadas na parte aérea
do que nas raizes.

- P. acuminatum foi a espécie que apresentou estratégias de tolerancia mais eficientes, mantendo o
metabolismo anaerébico num nivel suficiente para o crescimento durante a anoxia, o vigor e a
sobrevivéncia pds-anaerobiose.

- Em E. polystachia tanto a atividade das enzimas quanto o teor de proteinas decresceram com a
imposigdo do tratamento, contudo seu crescimento néo diferiu entre os tratamentos, utilizando
suas reservas durante o periodo prolongado em anoxia, anulando seu vigor e sobrevivéncia pos-
anoxia.

- A atividade das enzimas e o teor de proteinas em E. pyramidalis decresceu com o periodo em
déficite de oxigénio, contudo o baixo crescimento e a alta sintese de proteinas no final do periodo
experimental podem ter propiciado a manutengdo de um vigor satisfatorio e a sobrevivéncia ao
retornar a aeragdo normal.

- Em B. mutica observou-se em anaerobiose um ajuste do metabolismo para as vias fermentativas,
propiciando o sucesso desta espécie durante o periodo em anoxia e sua sobrevivéncia pos anoxia.

- M. minutiflora e D. suazilandensis confirmaram sua sensibilidade ao estresse anaerdbico tanto

pelo decréscimo no teor de proteinas e na atividade das enzimas élcool desidrogenase e lactato
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desidrogenase, quanto pela paralisagdo ou redugdo do crescimento e comprometimento do vigor
¢ sobrevivéncia pds anoxia.
- O padrdo eletroforético das proteinas apresentou variagdes desde o primeiro dia de tratamento

andxico, com a repressdo de varias proteinas e indugdo de outras.
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