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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da baixa
disponibilidade de oxigénio no substrato sobre as enzimas envolvidas na
assimilacdo de nitrogénio e no sistema antioxidante de plantas jovens de
seringueira cultivadas na auséncia de nitrogénio e na presenca de NO;  e/ou
NH,", bem como avaliar a interferéncia do alagamento e da fonte nitrogenada
nos teores de NO; ¢ NH,' na seiva xilematica e na taxa fotossintética. Para
atender ao objetivo, as plantas foram submetidas a oito tratamentos, sendo
auséncia nitrogénio ou presenca de NO; e/ou NH," (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4 mM) em
duas condi¢gdes de disponibilidade de oxigénio (com alagamento e sem
alagamento). Aos 7, 14 e 21 dias apds a inducdo do alagamento foram avaliadas
as atividades enzimaticas da Redutase do nitrato (RN), Sintetase da Glutamina
(GS), Glutamato sintase (NADH-GOGAT), Glutamato desidrogenase (GDH),
Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase (APX), a
concentragdo de NOs e NH,4  na seiva do xilema, a fotossintese e a formagdo de
aerénquimas. Os resultados mostraram que o crescimento em altura das plantas
ndo diferiu em funcdo da fonte nitrogenada. Plantas cultivadas com NOj5
apresentaram maior crescimento em didmetro. Ocorreu um aumento na atividade
da RN em raizes de plantas alagadas cultivadas com 8 mM de NOs". A atividade
da GS, nas raizes, foi menor em plantas alagadas independente da fonte
nitrogenada, entretanto nas folhas ndo ocorreram diferencas. Nao foi detectada
atividade da GOGAT nas plantas cultivadas sem nitrogénio, nas cultivadas com
NO;™ a atividade diminuiu quando essas foram submetidas ao alagamento,
enquanto que nas cultivadas com NH," a atividade da GOGAT foi favorecida
pelo alagamento. A atividade da GDH em raizes de plantas cultivadas com NO;
foi menor nas plantas alagadas, o oposto ocorreu nas plantas cultivadas com
NH,". O teor de NOs na seiva do xilema em plantas cultivadas com NOs™ foi
menor nas alagadas, o contrario ocorreu com o teor de NH, nas plantas
cultivadas com esse cation. Quanto as respostas das enzimas do sistema
antioxidante, ndo foram detectadas atividades da SOD, CAT e APX em raizes de
seringueira. Entretanto nas folhas, observou-se que a atividade da SOD nas
plantas cultivadas com NO; foi maior nas plantas alagadas. O alagamento
aumentou a atividade da APX em todos os tratamentos. As maiores taxas
fotossintéticas foram observadas nas plantas cultivadas com NOj’, com ou sem
alagamento. O desenvolvimento de aerénquimas ocorreu de forma mais
pronunciada e rapida em plantas alagadas nutridas com NO;'.

Palavras-chave: Assimilagdo de nitrogénio. Enzimas antioxidantes. Hevea
brasiliensis. Estresse. Alagamento



ABSTRACT

This work aimed the influence of low oxygen availability in the
substrate over the enzymes involved in nitrogen assimilation and over the
antioxidant system of young rubber tree plants grown in nitrate and/or
ammonium, as well as evaluating the interference of flooding in the levels of
nitric and ammoniacal N in xylem sap and in gas exchange. To attain the goal,
the plants were subjected to eight treatments: the absence or presence of nitrate
nitrogen and/or ammonium (0/0, 8/0, 0/8 and 4/4 mM) in two conditions of
oxygen availability (with flooding and without flooding). Subsequently
evaluating the concentration of nitrate and ammonium in the xylem sap,
enzymatic activities of nitrate reductase (RN), Glutamine synthetase (GS),
Glutamate synthase (NADH-GOGAT), Glutamate dehidrogenase (GDH),
superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Ascorbate peroxidase (APX),
the photosynthetic rate and the formation of aerenchyma 7, 14 and 21 days after
the induction of flooding. The results showed that the increase in plant height
did not differ depending on the nitrogen source. Plants grown with nitrate had
higher diameter growth. There was an increase in the activity of nitrate reductase
in roots of rubber trees in flooded plants grown with 8 mM nitrate. The GS
activity in roots was lower in flooded plants regardless of the source; however
there were no differences in the leaves. No GOGAT activity was detected in the
plants grown in the absence of nitrogen. In plantas cultivated with nitrate
activity decreased when these were subjected to flooding, whereas in cultivated
with ammonium GOGAT activity was favored by flooding. The GDH activity in
roots of plants grown with nitrate was lower in flooded plants, the opposite
occurred in plants grown with ammonium. The nitrate content of the xylem sap
in plants grown with nitrate was lower in flooded, the opposite occurred with the
concentration of ammonium in plants grown with this cation. We did not detect
the presence of nitrate and ammonium in the sap of plants grown in the absence
of these ions. Regarding the responses of antioxidant enzymes system, there
were no activities of SOD, CAT and APX in roots of rubber. However the
leaves showed that SOD activity in plants grown with nitrate was higher in
flooded plants. O flooding increased the APX activity in all treatments. The
highest photosynthetic rates were observed in plants grown with nitrate with or
without flooding. The development of aerenchyma occurred in a more
pronounced and faster fashion on flooded plants nourished only with silver
nitrate.

Key-words: Nitrogen assimilation. Antioxidant enzyme. Hevea brasiliensis.
Stress. Flooding.
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1 INTRODUCAO

A seringueira uma espécie nativa da Amazonia brasileira é explorada
mundialmente, por ser a maior fonte natural de latex. Seu cultivo vem se
difundindo para as regides centro-oeste e sudeste do Brasil, devido a fatores
como a alta demanda por borracha natural e ocorréncia da doenca mal-sul
americano-das-folhas causada pelo fungo Microcyclus ulei, o qual é favorecido
pelo clima tropical.

E uma arvore pertencente a familia Euphorbiaceae e ao género Hevea,
do qual sdo conhecidas, aproximadamente, 11 espécies, entre as quais se destaca
a Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Miiell. Arg., por apresentar maior
produgdo de latex.

A atual produgdo mundial de borracha natural tem sido insuficiente para
atender a demanda que vem aumentando significativamente a cada ano. Isto tem
causado uma escassez de matéria prima a qual tem sido suprida, em parte, pela
utilizagdo da borracha proveniente do petrdleo. Porém, em muitos casos a
borracha natural € insubstituivel, devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas
(ROSADO; PIRES; SANTOS, 2006). Logo, a heveicultura tem se tornado uma
atividade promissora especialmente no Brasil, j4 que o pais produz apenas um
terco do que ¢ demandado.

O nitrogénio ¢ o nutriente inorganico requerido em maiores quantidades
pelas culturas. Mineral essencial que se encontra em maiores niveis nos vegetais,
participando da composi¢ao de moléculas fundamentais no metabolismo celular,
sendo um elemento quimico reconhecidamente imprescindivel constituindo
proteinas, clorofila, fitormonios etc., tornando-se, portanto, fator limitante para o
crescimento vegetal nos ecossistemas terrestres. Atualmente ¢ amplo o
conhecimento sobre o metabolismo do nitrogénio em seringueira, sendo

encontradas muitas informagdes acerca da influéncia da fonte nitrogenada em
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diferentes concentragdes no desenvolvimento dessa espécie, sabe-se dos efeitos
positivos do aumento da concentra¢ao de nitrato até 8 mM sobre a acumulagao
de matéria seca de partes aéreas, no entanto, quando sdo aplicados nitrato e
amdnio em solucdo nutritiva os maiores valores de matéria seca total da parte
aérea e raizes foram obtidos nas proporcdes de 4:4 e 0:8, ou seja, igual
quantidade de nitrato de amoénio ou apenas 8 mM de amoénio. As enzimas
glutamina sintetase, glutamato sintase, glutamato desidrogenase apresentam
atividade tanto em folhas quanto em raizes de seringueira enquanto que a
redutase do nitrato foi detectada apenas nas raizes. Na seiva xilematica sdo
encontradas pequenas quantidades de nitrato, amdnio e ureideos, porém o
transporte de nitrogénio o ocorre preferencialmente na forma dos aminoacidos
glutamina e asparagina (ALVES, 2001; COSTA NETTO, 1997, DELU-FILHO;
OLIVEIRA; ALVES, 1997a; DINIZ, 2011; LEMOS, 1996).

O estudo das formas de absorcao, assimilagdo e transporte do nitrogénio,
bem como a avaliagdo das enzimas atuantes nesse metabolismo apresentam
significativa  importancia  especialmente quando se deseja  avaliar
comparativamente o desempenho do vegetal em diferentes condigdes
ambientais. A situagdo de hipoxia, por exemplo, que ocorre causada por
alagamentos periddicos em seringais na floresta Amazdnica, ndo compromete o
desenvolvimento das arvores, sugerindo que essa espécie apresenta estratégias
adaptativas.

O estresse causado pela baixa disponibilidade de oxigénio em ambientes
alagados tem como consequéncia, a alteracdo do metabolismo e anatomia
vegetal. Plantas submetidas a hipoxia tendem a apresentar rotas metabolicas
alternativas, como a via fermentativa, a producdo de aminoacidos a partir do
piruvato acumulado e um metabolismo antioxidante, responsavel por eliminar os
radicais livres de dentro das células. Raizes adventicias, lenticelas e

aerénquimas sdo modificacdes anatdmicas responsaveis por suprir o baixo teor
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de oxigénio do meio em que se encontram as raizes. O funcionamento desses
sistemas ¢ de extrema importancia indicando o nivel de tolerancia do vegetal a
essa condi¢do (SOUZA, 2010).

Dessa forma, o objetivo da autora com este trabalho foi avaliar a
influéncia da baixa disponibilidade de oxigénio no substrato sobre as enzimas
envolvidas na assimilagdo de nitrogénio e no sistema antioxidante de plantas
jovens de seringueira cultivadas em nitrato e/ou amonio, além de verificar a
interferéncia do alagamento e da fonte nitrogenada no transporte de N nitrico e

amoniacal na seiva xilematica e na fotossintese.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Seringueira

A seringueira pertence ao género Hevea, da familia Euphorbiaceae,
sendo sua area de ocorréncia natural muito ampla, abrangendo a Amazonia
brasileira, Bolivia, Coldmbia, Peru, Venezuela, Equador, Suriname ¢ Guiana. O
género compreende cerca de onze espécies, sendo eclas: H. brasiliensis; H.
guianensis; H. benthamiana; H. nitida; H. rigidifolia; H. camporum; H.
spruceana; H. microphylla; H. camargoana; H. paludosa; H. pauciflora, das
quais a [Hevea brasiliensis (Wild. ex. Adr. de Juss.) Muell. Arg.] é a mais
importante e a Unica cultivada e explorada comercialmente, por apresentar maior
capacidade produtiva e qualidade de latex superior as demais (SECCO, 2008).

A Hevea brasiliensis ¢ uma planta de ciclo perene, de origem tropical,
cultivada e utilizada de modo extrativista, com a finalidade de produgdo de
borracha natural (CAMPELO JUNIOR, 2000). Passou a ser cultivada em
grandes monocultivos nos paises asiaticos e no Brasil, seu cultivo obteve grande
sucesso nas regides sudeste, centro-oeste, na Bahia e mais recentemente no oeste
do Parana (MARINHO, 2012).

A exploragdo da cultura no Brasil gera beneficios, tanto
socioecondmicos, gerando empregos e renda, como ambientais, representando
uma alternativa a utilizagdo de uma fonte ndo renovavel, como o petréleo,
utilizado na fabricacdo da borracha sintética. No entanto, a expansdo da
heveicultura depende do desenvolvimento de tecnologias de cultivo e de
exploracdo apropriadas as condigdes edafoclimaticas das diferentes regioes,

merecendo destaque aquelas acerca dos aspectos fisiologicos e metabolicos.
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2.2 Metabolismo do nitrogénio

O conhecimento das formas de absorcdo, assimilagdo e transporte do
nitrogénio em plantas de seringueira, nas diferentes condi¢des de ambiente, &
importante na avaliagdo do comportamento fisioldégico dessa espécie nos varios
estadios de desenvolvimento do vegetal, desde a germinagdo até a producao de
latex. O ciclo do nitrogénio ¢ um sistema complexo de vias metabdlicas
reguladas que se altera em fun¢do do armazenamento, da remobilizacdo, da
reciclagem durante a fotorrespiracdo e da distribuicdo entre as vias primdrias e
secundarias do metabolismo (STITT et al., 2002).

O nitrogénio é encontrado no solo em duas formas: mineral e organica,
sendo a segunda mais abundante. Aproximadamente 98% do nitrogénio no solo
¢ organico e apenas 2% ¢ mineral (MALAVOLTA, 2006).

O nitrato ¢ o amodnio sdo moléculas prontamente utilizaveis, sendo
formadas como um resultado do processo de mineralizagdo, realizada por
microorganismos presentes no solo. O nitrato ¢ a principal e mais abundante
fonte de nitrogénio para as plantas cultivadas (CLARKE; BARLEY, 1968), uma
vez que o amdnio, que deriva de mineralizagdo da matéria orgénica ou a partir
de fertilizantes ¢ gradualmente convertido a nitrato, através de um processo
conhecido como nitrificagdo que ¢ promovido por bactérias que oxidam o
amonio livre (REDINBAUGHT; CAMPBELL, 1991). Plantas jovens de
seringueira absorvem tato nitrato quanto amodnio, apresentando melhor
crescimento em solugdo nutritiva contendo ambos os ions em iguais proporgdes
(LEMOS, 1996).

Em solos acidos, a forma amoniacal ¢ mais abundante devido a inibigao
dos microrganismos. Apds a absor¢@o, o nitrato pode ser assimilado nas proprias
raizes, nas folhas, ou ainda em ambos os 6rgdos, ja o aménio, devido aos seus

efeitos toxicos, € principalmente assimilado nas raizes (ANTUNES et al., 2008),
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no caso da seringueira observa-se a reducdo do nitrato a nitrito apenas nas raizes
(DELU-FILHO; OLIVEIRA; ALVES, 1997a; LEMOS, 1996).

O elemento essencial nitrogénio ¢ parte da estrutura quimica das varias
substancias envolvidas no metabolismo das plantas, tais como clorofila,
fitormdnios, poliaminas, algumas proteinas e enzimas, bem como moléculas
envolvidas no metabolismo secundario, como alcaloides (KOZLOWSKI;
PALLARDY, 1997).

O nitrogénio no solo apresenta disponibilidade reduzida apesar de ser o
gas mais abundante na atmosfera. As bactérias denominadas diazotroficas,
desenvolveram meios bioquimicos de reduzir N, a amoénia (NH;), uma molécula
que pode ser absorvida pelas raizes das plantas. O processo de fixagdo biologica
de nitrogénio apresenta grande importancia, principalmente para espécies da
familia Fabaceae, que possuem capacidade de associagdo simbidntica com esses
microorganismos. A interacdo planta-bactéria ¢ benéfica para ambas reduzindo
significativamente a necessidade de adubagao nitrogenada. De acordo com Diniz
(2011), existe interacdo entre Hevea e bactérias fixadoras em solos sob seringais
ha ocorréncia de bactérias de vida livre fixadoras de nitrogénio molecular
pertencentes ao género Beijerinckia. Ndo ha indicios de bactérias endofiticas
associadas a seringueira, porém plantas inoculadas apresentaram ganhos de
nitrogénio que variaram entre 19 e 33%.

Entre os minerais essenciais, o nitrogénio tem um papel crucial na
producgdo de biomassa. Em plantas superiores, a absor¢do de nitrato difere da
absorc¢do de outros nutrientes, uma vez que este ion induz a sua propria absor¢ao
(BRETELER; SIEGERIST, 1984). Este processo utiliza permeases especificas
localizados na plasmalema, ocorre contra o gradiente eletroquimico, € requer
gasto de energia. Por outro lado, a absor¢cdo de aménio é um processo passivo,

nao exige energia metabolica (FERNANDES; ROSSIELLO, 1986).



19

A absor¢do de amodnio pode ser considerada benéfica para algumas
plantas (SANDOVAL-VILLA; ALCANTARA-GONZALES; TIRADO-
TORRES, 1995). Porém, seu acumulo pode danificar as raizes. Algumas
espécies tem o crescimento da parte aérea consideravelmente reduzido se mais
de 50% de nitrogénio ¢ fornecido sob a forma amoniacal (HEBERER; BELOW,
1989), fato que ndo foi observado em seringueira, plantas cultivadas em nitrato e
aménio em iguais proporgdes apresentaram crescimento superior as cultivadas
em apenas nitrato (LEMOS, 1996). Haynes (1986) observou que a absorcdo
excessiva de amoénio afeta o metabolismo das plantas, aumenta as taxas de
respiragdo, exsudagdo e sintese de putrescina, além de melhorar a absor¢do de
fosfato e sulfato. Quando o nitrato ¢ fornecido para a planta, reduz os efeitos
inibitérios do amoénio sobre o crescimento (OTA; YAMAMOTO, 1989). O
nitrato € considerado a fonte de nitrogénio principal disponivel para as plantas,
mas, existem espécies que crescem melhor quando nutridas com amonio e
nitrato em propor¢des adequadas, ao invés de somente nitrato ou amodnio
(MAGALHAES; HUBER; TSAI, 1995).

A assimila¢do de nitrogénio varia de acordo com a propor¢do de NO;’:
NH," adicionados ao meio, uma vez que ocorreu a absor¢do é necessario que o
nitrato seja reduzido a amdnio para que a planta possa utilizar o nitrogénio, no
caso de absor¢do de amoénio esse € rapidamente incorporado a aminoacidos. O
processo de reducdo requer energia e ¢ mediado pelas enzimas redutase do
nitrato (RN) e redutase do nitrito (NiR). Apesar da maior demanda de energia, o
crescimento das plantas s6 ocorre em niveis 6timos quando o nitrato ¢ fornecido,
em vez de amonio (BARKER; MILL, 1980). As vantagens da utilizacdo de
nitrato, ao invés de amonio, sdo provavelmente, devido aos custos energéticos de
desintoxicacdo, processo que seria necessario no caso de absorcdo excessiva de

amonio (GUO; BRUCK; SATTELMACHER, 2002).
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Segundo Blevins (1986), a maioria das plantas lenhosas que crescem em
ambientes com baixo pH e nitrificagdo reduzida preferem amonio a nitrato. No
caso da seringueira isso pode ocorrer devido as caracteristicas edaficas da sua
regido endémica, que impdem que as plantas se adaptem a solos acidos (HAAG
et al.,, 1982). No entanto, trabalhos realizados por Lemos (1996) mostram que
plantas jovens de seringueira cultivadas com nitrato € amonio em concentragdes
ideais apresentam melhor desempenho.

O fornecimento diferencial de nitrato e de amdnio para a planta pode
afetar os niveis das enzimas envolvidas no metabolismo de nitrogénio,
resultando em altera¢des no crescimento e na produgdo vegetal. Com o objetivo
de verificar a contribui¢do quantitativa de cada enzima de assimila¢ao durante o
crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas muitas pesquisas estdo sendo
realizadas, mas a existéncia de isoenzimas, distribuidas em diferentes o6rgdos e
compartimentos celulares gera resultados divergentes.

A absor¢do de nitrato pelas raizes ocorre através de transportadores
especificos localizados na superficie da célula. E um processo chamado de
simporte, em que os fons de H' sdo co-transportados. Posteriormente o fon ¢
reduzido a nitrito pela enzima redutase do nitrato, nas proprias raizes ou
transportado para a parte aérea, via xilema, para ser reduzido nas folhas. O
nitrito originado da redu¢@o do nitrato no citosol € transportado para o interior
dos cloroplastos nas folhas e dos plastideos nas raizes. Nestes compartimentos,
ocorre a redugdo do nitrito a amdnio pela agdo da redutase do nitrito e
assimila¢do do nitrogénio amoniacal em aminoacidos (CAMPBELL, 2001).

A redutase do nitrato (RN) é considerada enzima chave na regulagdo do
metabolismo do N, ja que o nitrato absorvido pelas raizes deve ser reduzido a
NH," antes de ser incorporado em compostos organicos no sistema radicular
e/ou na parte aérea. Devido ao seu papel regulador da disponibilidade de N

reduzido para o metabolismo das plantas, a atividade da RN estd relacionada
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com a produtividade dos vegetais e sua capacidade em responder a adubacdo
nitrogenada (BEEVERS; HAGEMAN, 1969).

A RN possui trés isoformas, duas delas sdo constitutivas e apresentam
atividade 6tima em pH 6,5. A primeira ¢ NAD (P) H-dependente e localizada em
tecidos aclorofilados, a segunda ¢ dependente de NADH e estd presente em
tecidos fotossintéticos. A terceira isoforma precisa ser induzida, é dependente de
NADH e possui uma atividade 6tima a pH 7,5 (SOLOMONSON; BARBER,
1990). Sua regulagdo ¢ realizada a nivel transcricional e pds-traducional, sendo o
segundo mais relevante (LEA et al., 2006). A luz é considerada o fator, mais
eficaz na regulacdo (MEYER; STITT, 2001), porém a transcri¢ao ¢ influenciada
também por nitrato, luz, fitormonios e fotoassimilados (APPENROTH et al.,
2000; LEHABA et al., 2001), enquanto a nivel pos-traducional a regulacdo ¢é
afetada por fosforilacdo, desfosforilacdo, luz, oxigénio e disponibilidade de
diéxido de carbono (KAISER; HUBER, 1994).

Usando técnicas in vivo e in vitro Alves (2001), Costa Netto (1997),
Delu Filho, Oliveira e Alves (1997a), Lemos (1996) e Shan (2007), verificaram
a atividade da RN em raizes de seringueira, ¢ Shan (2007) também detectou a
atividade desta enzima no caule de plantulas de seringueira, porém até o
momento ndo ha relatos da atividade da RN em tecidos foliares. A auséncia de
atividade da RN nas folhas dessa espécie pode significar uma vantagem
adaptativa ja que a seringueira ¢ semidecidua.

Em seringueira a atividade RN ¢ estimulada por niveis crescentes de
NO5, até a concentragdo de 12 mM (DELU FILHO et al., 1998). Lemos et al.
(1999) utilizaram NO; e NH," em diferentes proporcdes, e observaram que a
atividade RN foi maior quando s6 foi fornecido o nitrato e diminuiu a medida
que o amonio foi adicionado. Alves (2001) sugere que RN ¢ uma enzima pré-

existente nas raizes, como uma consequéncia da mobilizagdo do nitrato presente
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em sementes, pois observou a atividade da RN em mudas de seringueira
cultivadas apenas com agua.

A sintetase da glutamina (GS) catalisa a rea¢do do amonio e glutamato
produzindo glutamina e a enzima sintase do glutamato (GOGAT) ¢ responsavel
pela reacdo da glutamina com o 2 — oxoglutarato, gerando duas moléculas de
glutamato. O aménio pode ser assimilado também por intermédio de uma rota
alternativa, conhecida como rota da glutamato desidrogenase (GDH) a qual
catalisa a reacdo reversivel que sintetiza ou desamina o glutamato, prevalecendo
a formagdo de amonio e 2-oxoglutarato.

A via GS / GOGAT ¢ a principal via de assimila¢do primaria de amdnio
em plantas superiores (MIFLIN; LEA, 1976), superando, portanto, a reagdo
catalisada pela enzima GDH. O amoOnio presente nos tecidos vegetais pode
derivar de absor¢do direta, reducdo de nitrato, desaminagcdo de compostos
nitrogenados, ciclo fotorrespiratério (KANT et al.,, 2007) ou da fixagdo
biologica.

A GS apresenta uma afinidade elevada para o amdnio, ela catalisa a
formagdo de glutamina a partir de glutamato e amdnio em uma reacdo que
necessita de ATP e de um cation bivalente (Mg®*, Mn*" ou Co*") como cofator.
Em plantas suas isoformas estdo localizadas no citosol e nos plastidios. As
isoformas citosolicas sdo expressas durante a germinacao das sementes ou nos
feixes vasculares de raizes e parte aérea. A GS presente nos plastidios
localizados nas raizes gera amida que pode ser usada nesse mesmo 6rgao ou
transportada via xilema para a parte aérea, enquanto que a GS dos cloroplastos
localizados em partes aéreas reassimilam o NH4" gerado pela fotorrespiragio
(LAM et al., 1996).

A conversdao de glutamina e 2-oxoglutarato em duas moléculas de
glutamato ¢ catalisada pela GOGAT. Nos vegetais sdo encontradas duas

isoformas desta enzima, NADH-GOGAT presente em tecidos aclorofilados ¢ a
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ferredoxina-GOGAT que ¢ uma proteina monomérica localizada nos
cloroplastos e aumenta a sua atividade durante o desenvolvimento de folhas
expostas a luz. Existe também uma relagdo dessa proteina com o metabolismo
respiratério, ou seja, fornecendo glutamato, para o ciclo dos acidos
tricarboxilicos. O sistema de GS / GOGAT atua eficientemente na catalise de
assimila¢do de amonio.

A GDH catalisa a via alternativa de assimilacdo de amonio. Existem
duas isoformas: GDH dependente de NADH encontrada nas mitocondrias,
enquanto que os cloroplastos apresentam uma NADPH dependente. A atividade
da GDH ¢ maior no sentido de liberagdo de amoénio a partir do glutamato.

O nitrogénio absorvido pode ser translocado das raizes para as partes
aéreas da planta através do xilema em duas formas: mineral (NOsou NH,") e
organico. As formas orgénicas resultam da assimilacdo de amodnio, que gera
aminoacidos para atender a demanda de outros 6rgdos da planta. Uma vez nos
orgdos alvos, outros aminoacidos sdo produzidos por reagdes de transaminagao.
Em algumas espécies de plantas, quando nitrogénio ¢ fornecido como nitrato,
este fon ¢é translocado para as partes aéreas e reduzido a amoénio, que ¢
posteriormente incorporado aminoacidos (SCHMIDT; STEWART, 1998). A
translocagdo depende da concentracdo externa do ion, da idade da planta, e da
etapa de desenvolvimento. Alves (2001) avaliou o transporte de nitrato em
mudas de seringueira e relataram os mais altos niveis deste ion na seiva 24 ¢ 144
horas apo6s a adigdo da solugdo nutritiva. O autor também observou a auséncia de
amonio na seiva do xilema. Como ndo ha atividade da RN em folhas de
seringueira, a presenca de NO; na seiva pode ser explicada pela atividade
enzimatica no caule da planta (SHAN, 2007). Em adicdo ao nitrato, alguns
compostos nitrogenados, tais como os aminoacidos sdo também translocado

através do xilema. Os fatores ambientais tais como intensidade de luz e
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temperatura, podem influenciar o tipo de composto nitrogenado predominante na
seiva do xilema.

Alves (2001) observou em seringueira que em plantas de 1 ano de idade,
a principal forma de nitrogénio translocados foi glutamina, seguido pelo
glutamato e aspartato, enquanto que em plantas com seis meses de idade
arginina foi a forma predominante na seiva do xilema, seguido de glutamina,
glutamato, asparagina e aspartato. J& Diniz (2011), relatou que as formas
nitrogenadas translocadas na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira
sdo, preferencialmente, aminoacidos, nitrato, ureideos e amdnio, nessa ordem.
Sendo que os principais aminoacidos transportados na seiva do xilema das
mudas de seringueira cultivadas com 8 mM de N sdo glutamina, GABA,
aspartato, arginina, glutamato, alanina e serina. A mesma autora ainda afirma
que em plantas de seringueira inoculadas com bactérias diazotréficas ocorre um
aumento do GABA, aspartato, glutamato e alanina, e diminui¢do no conteudo de
glutamina e arginina na seiva do xilema.

Na figura 1 estd representado um esquema resumido do processo de

assimilacdo das diferentes formas de aquisi¢cao do nitrogénio em plantas.
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2.3 Alteragdes metabdlicas e anatdbmicas de plantas sob hipoxia

O oxigénio também ¢ um elemento imprescindivel para o correto
desenvolvimento vegetal, representa aproximadamente 20% da composicdo
da atmosfera terrestre ¢ participa de maneira relevante no ciclo energético dos
seres vivos, sendo essencial na respira¢do celular dos organismos aerdbicos. Na
fosforilagdo oxidativa os elétrons removidos da glicose sdo transportados ao
longo de uma cadeia transportadora, criando um gradiente protdnico que permite
a fosforilagdo do ADP. O aceptor final de elétrons € o O,, que, depois de se
combinar com os elétrons e o hidrogénio, forma agua.

A deficiéncia de O, esta associada a uma série de modificacdes no
metabolismo e no crescimento vegetal, afetando a produtividade de espécies
importantes economicamente.

O alagamento do substrato vegetal proporciona uma condi¢do de anoxia
ou hipoxia, dependendo da disponibilidade de oxigénio. Os vegetais apresentam
diferentes respostas ao excesso de agua, podendo tolerar desde horas até dias de
estresse (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997). Nessas condigdes, nao ha
manutencao do metabolismo aerdbico e produgdo de energia suficiente para que
a planta cres¢a adequadamente. A baixa taxa de difusdo de oxigénio leva a
planta, especialmente as raizes, a uma aclimatagdo bioquimica anaerdbica,
buscando manter taxas de metabolismo basal para sustentar sua sobrevivéncia
sob economia de energia (IRFAN et al., 2010).

Ao sofrer alagamento, as plantas produzem sinais metabdlicos de varios
tipos, em resposta a diminuicdo dos niveis enddgenos de oxigé€nio. Nesse
periodo elas alteram sua arquitetura, anatomia, metabolismo e crescimento como
estratégia de sobrevivéncia (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

Alteragdes metabolicas de plantas sob hipoxia s@o o fechamento estomaético,
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com redugdo na captacdo de CO,; menor fotossintese; menor absor¢do de
nutrientes e translocagdo de carboidratos.

A sinalizagdo do estresse pode ocorrer de duas maneiras: pela
diminuicdo da concentragdo de oxigénio e por um aumento de etileno. As
respostas das plantas pela sinalizagdo do etileno estdo bem definidas, ja os
resultados obtidos sobre a sinalizacdo de oxigénio ainda nio sdo bem claros
(VISSER; VOESENEK, 2004). Como consequéncia da queda nos niveis de
oxigénio, ha uma regulacdo negativa do ciclo dos 4acidos tricarboxilicos (o ciclo
de Krebs) que ¢ o principal mecanismo gerador de esqueletos de carbono.

Com a baixa disponibilidade de oxigénio, a planta inicia a rota
fermentativa, com diminui¢ao na produc¢do de ATP e poder redutor. Ocorre a
expressdo de proteinas especificas de estresse anaerobico, os chamados
polipeptideos anaerdbios (ANP) (KOZLOWSKI, 1984; LIAO; LIN, 2001). As
proteinas anaerdbicas sdo, em sua maioria, relacionadas a glicolise e ao
metabolismo de agucares-fosfato, tais como aldolases, piruvato descarboxilase,
enolases, glicose-6-fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
saracarose sintase e alcool desidrogenase (SUBBAIAH; SACHS, 2003).

A hipoxia promove o acumulo de lactato que leva a acidose citosdlica,
evento que inibe a producdo das aquaporinas, um dos subgrupos dentro da classe
das “Intrinsic Membrane Proteins — IMPs” responsavel pelo transporte de agua
através de membranas. Essas proteinas, supostamente, seriam responsaveis por
mediar a inibi¢do do transporte de agua através das raizes (TOURNAIRE-
ROUX et al., 2003).

Um sistema deficiente de absor¢do de agua leva ao fechamento
estomatico, logo a fixagdo de CO, torna-se limitada, diminuindo a redugdo do
carbono pelo ciclo de Calvin e, consequentemente, o NADP+ oxidado, que serve
como aceptor de elétrons da fotossintese. Durante a transferéncia de elétrons,

quando a ferredoxina se encontra super-reduzida, elétrons podem ser
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transferidos do fotossistema I (PS I) para o oxigénio, formando o radical
superoxido (O,"), por um processo conhecido como reacdo de Mehler. Esse
processo provoca reagdes em cadeia, gerando mais espécies reativas de oxigénio
(EROs), causando o chamado estresse oxidativo (BEN AHMED et al., 2009;
PANDA; KHAN, 2009).

As EROs como o radical superdxido (O,’), radical hidroxila (OH),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singleto sdo geradas durante
processos metabdlicos nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, sendo seu
acumulo potencialmente prejudicial as células da planta, provocando danos em
biomoléculas valiosas como o DNA, RNA, proteinas ¢ membranas celulares
(JALEEL et al., 2009).

Os radicais O, e OH possuem baixa mobilidade pela membrana celular
e curto tempo de meia-vida, o que implica em elevada capacidade de reagdo e
especificidade de sinalizacdo dessas EROs.

O peroxido de hidrogénio uma espécie ndo radical, possui capacidade de
cruzar as membranas celulares e maior tempo de meia-vida, o que possibilita
agir como molécula sinalizadora do estresse oxidativo (BLOKHINA;
FAGERSTEDT, 2010). Os radicais OH", que podem ser formados a partir de O,
ou H,0, na reagdo de Haber-Weiss, sdo os mais reativos, sendo também
considerados os iniciadores da peroxidacao lipidica (SCANDALIOS, 1993).

A formagdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) pela alteragao do
metabolismo mitocondrial e pelos polipeptideos anaerdbicos é conhecida
também. O O6xido nitrico (NO) pode ser considerado uma molécula de
sinalizagdo do estresse, j4 que possui propriedades quimicas favoraveis para
penetrar a bicamada lipidica, sendo transportado na célula. O NO ¢é produzido,
em virtude da continuidade do estresse, pelas rotas enzimaticas ou ndo
enzimaticas, possui curto tempo de meia-vida e pode ser facilmente removido da

célula. Esse composto pode reagir facilmente com o oxigénio, formando
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produtos toxicos a célula e que participam também das rotas de sinaliza¢do de
estresse. Os produtos da reagdo de NO com oxigénio, como o nitrito, pode ser
metabolizado pela redutase do nitrito de membrana, que o converterd a NO.
Também mitocondrias sob severa anoxia reduzem o NO, a NO (STOHR;
STREMLAU, 2006).

E bem conhecido que a adigdo exdgena de nitrato (NO5) aumenta a
tolerancia das plantas a baixa disponibilidade de O,, mas os mecanismos pelos
quais o NO;™ exerce esse efeito ndo estdo esclarecidos. Recentemente, o nitrito
gerado através da redugdo do NO; tem emergido como uma molécula
sinalizadora € como um substrato para a sintese do 6xido nitrico (NO), um
radical cujo papel durante a hipoxia tem sido sugerido. A produgdo de NO em
raizes em hipoxia na presenca de NO; e NO;™ ainda, ndo ¢é clara. Resultados de
estudos nessa area contribuirdo para um melhor entendimento da resposta
metabdlica e da adaptacdo de plantas a deficiéncia de O,, o que se torna
essencial diante das atuais mudangas climaticas e do aumento das situagdes de
alagamento no planeta (ROCHA et al., 2010).

Como uma estratégia de protecdo aos danos oxidativos, as plantas t€m
desenvolvido um complexo sistema de defesa ndo enzimatico, composto por
carotendides, ascorbato, glutationa, o-tocoferdis; e enzimaticos, tais como a
superoxido dismutase (SOD; 1.15.1.1)), que catalisa a rea¢do do radical
superoxido a H,O,; catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que produz agua (H,O) e
oxigénio (O,) a partir do H,O,; e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, como a
ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) que detoxifica o H,O, produzido pela
SOD (BEN AHMED et al., 2009; JALEEL et al., 2009; MANIVANNAN et al.,
2008).

A SOD catalisa a dismutacdo dos ions superéxido, formando H,O,, Ea
primeira enzima do sistema antioxidante e pode ser vista como protetora contra

os danos oxidativos causados pelos radicais O, (SCANDALIOS, 1993), pois
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estd presente em todos os compartimentos celulares suscetiveis ao estresse
oxidativo (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). A CAT transforma o H,0,
em dagua e oxigénio molecular. Estd presente predominantemente nos
peroxissomos (FRUGOLI et al., 1996) podendo ser encontrada em outros
compartimentos celulares. A APX esta presente em cloroplastos e mitocondrias,
ou ainda no citosol e nos peroxissomos, apresentando alta afinidade pelo
substrato (WILLEKENS et al., 1995) ¢ a principal enzima do ciclo ascorbato-
glutationa, que tem como substrato H,O,, formando 4gua como produto final. O
ascorbato ¢ utilizado como cofator enzimatico, resultando na formagdo de
dehidroascorbato o qual é reciclado a ascorbato, sendo a glutationa reduzida
(GSH) a doadora de elétrons, de forma que a glutationa oxidada (GSSG) seja
convertida pela glutationa redutase (GR) dependente de NADPH (ASADA;
TAKAHASHI, 1987).

A ac¢do combinada dessas trés enzimas permite a conversdo de radicais
0O, e de H,0,, prejudiciais a célula, em agua e oxigénio molecular (O;). A
eficiéncia do sistema antioxidante em resposta ao estresse ¢ de extrema
importancia para a sobrevivéncia das plantas ao alagamento do substrato.

Quando os organismos aerobicos sdo privados de O,, a fosforilagdo
oxidativa mitocondrial ¢é inibida, enquanto que as vias glicoliticas e
fermentativas sdo promovidas, levando a acumulagdo de produtos de diversos
tais como lactato, etanol, Alanina, GABA, succinato ¢ malato (FAN et al., 1997
FAN; HIGASHI; LANE, 1988).

Os principais produtos da fermentagdo em tecidos de plantas sdo o
lactato, etanol e Alanina, todos os trés derivados de piruvato, o produto final da
glicolise (DREW, 1997; RICARD et al., 1994). O acumulo de piruvato ¢
resultado do declinio na taxa de oxidagdo e aumento da taxa de sintese, através

de descarboxilagdo do acido oxalacético (STREETER; THOMPSON, 1972).
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Uma parte deste aumento em piruvato também tem sido atribuida a indugdo da
enzima malica, em raizes sob hipoxia (ROBERTS et al., 1992).

O succinato ¢ outro metabodlito que se destaca durante hipoxia sua
producdo resulta da parcial operagdo do ciclo de TCA, na dire¢do inversa
fornecendo 2-oxoglutarato para o metabolismo do nitrogénio sob deficiéncia de
0,. A producdo de succinato também pode conferir tolerancia a hipoxia, através
da produgdo de ATP, embora limitada, dentro da mitocondria (MENEGUS et
al., 1989).

Em estudo com espécies arboreas tropicais adaptadas a encharcamento
do solo, observou-se que durante os estagios iniciais de estresse hipdxico as
raizes ndo produzem grandes quantidades de etanol e lactato, transformando
piruvato em malato. Roberts et al. (1992) defendem ainda que o malato seria
transformado novamente em piruvato que por sua vez iria sofrer transaminagao
para formar Alanina.

O GABA ¢ um aminoacido que se acumula em varias condigdes de
estresse, incluindo deficiéncia O,. A sua sintese ocorre principalmente pela-o
descarboxilagdo do Glutamato (CRAWFORD et al., 1994). O aumento na
producdo de GABA pode ser explicado pelo reduzido pH citoplasmatico de
células em hipoxia. A interconversdo de aminoacidos ajuda regulacdo do pH
celular em orgdos das plantas sob deficiéncia O, (FAN; HIGASHI; LANE,
1988) uma caracteristica considerada fundamental para a sobrevivéncia das
espécies sob hipoxia (RICARD et al., 1994).

A tolerancia das plantas a baixa disponibilidade de oxigénio no meio
varia entre as espécies, genotipos da mesma espécie e idade das plantas, tempo
de submersdo e também esta relacionada diretamente a eficiéncia e atividade
catalitica das enzimas envolvidas no metabolismo do carbono, do nitrogénio e

antioxidativo (CRAWFORD, 1978).
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Adaptacdes morfologicas e anatdmicas como raizes adventicias,
lenticelas, aerénquimas, epinastia, murchamento, abscisao foliar e modificac¢des
no numero, tamanho e localiza¢do dos estomatos também podem ser observadas
em plantas em condic¢des de alagamento.

O desenvolvimento de estruturas morfo-anatdmicas estd relacionado
com aumento da concentragdo do etileno, devido & submersdo da planta ou parte
dela. Entretanto, o aumento da concentragdo de etileno em plantas submetidas a
outras condi¢des adversas como déficit hidrico e altas temperaturas ndo ocasiona
a formagdo das estruturas citadas acima indicando que existem outros produtos
que sob hipoxia interagem com o etileno induzindo a formagao destas estruturas
de adaptagdo (KOZLOWSKI, 1984).

Os aerénquimas sdo uma especializagdo do tecido parenquimatico,
caracterizados por espacos intercelulares que mantém o sistema de aeracdo da
planta, sendo caracteristicos de plantas de ambientes alagados, pois permitem
maior tolerancia a baixa disponibilidade de oxigénio. Os aerénquimas podem ser
constitutivos (determinagdo genética) ou induzidos por estimulos ambientais
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). O etileno ¢ o principal estimulo para a
formacao de aerénquimas por meio de morte celular programada.

A formacdo de aerénquimas para oxigenacdo de partes submersas ¢
importante para que o oxigénio possa ser transportado da parte aérea para as
raizes. Aerénquimas podem ser formados pelo afastamento das células do coértex
do caule ou raizes (origem esquisogénica) ou pela lise de algumas células
(origem lisogénica). Lenticelas também sdo modificagdes em plantas submetidas
a inundacdo, pode ocorrer na por¢do do caule proxima a ldmina de agua
facilitando a difusdo dos gases para o interior do cortex. Além de ajudar na
entrada de oxigénio as lenticelas podem servir como elementos importantes na
liberagdo de produtos fitotdxicos produzidos sob baixa disponibilidade de

oxigénio, tais como etanol e acetaldeido. Os estdmatos também sdo estruturas
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fundamentais para a sobrevivéncia das plantas, pois sdo responsaveis pelas
trocas gasosas, qualquer variacdo no numero, ou tamanho destes acarreta uma
maior ou menor eficiéncia da planta seja quanto a taxa fotossintética ou no uso
da agua (KAWASE, 1981).

Em seringueira caracteristicas como epinastia, abscisdo e murchamento
foliar sdo claramente observadas em plantas com inundagdo do sistema
radicular, a partir do oitavo dia de indug@o da hipoxia. A partir do sexto dia
ocorreu também o aparecimento de lenticelas hipertrofiadas (BOTELHO et al.,

1998).
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3 MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido em casas de vegetagdo do setor de
fisiologia vegetal, Departamento de biologia, Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, MG, localizada a 918 m de altitude, latitude 21°14’S e
longitude 45°00°W GRW.

As sementes de seringueira foram oriundas de um plantio policlonal
localizado em Votuporanga - S@o Paulo, coletadas em fevereiro de 2011 e
mantidas armazenadas por 1 més em sacos de papel revestidos com sacola
pléastica colocados em armario a temperatura ambiente, de acordo com
recomendacdes de Bonome (2006). As sementes de seringueira foram
selecionadas quanto a uniformidade, cor e tamanho e desinfestadas
superficialmente com uma solugdo de hipoclorito de sddio a 1% por 10 minutos
e apos esse periodo foram lavadas com agua a fim de retirar o hipoclorito de
sodio. Em seguida foram destegumentadas e as améndoas foram colocadas para
germinar em bandejas plasticas contendo areia lavada em agua corrente e
desinfestada com hipoclorito de sédio 0.5%. Lavou-se novamente a areia com
agua de torneira e posteriormente com agua destilada. Ao atingirem o estadio
palito as plantulas foram retiradas das bandejas, selecionas quanto a
uniformidade e transferidas para vasos contendo trés litros de areia nas mesmas
condicdes descritas acima. Foram cultivadas duas plantas por vaso, as quais
foram mantidas apenas com agua destilada até indugdo dos tratamentos. Trinta
dias apds o transplantio iniciaram-se os tratamentos que consistiram da aplicagao
da solugdo nutritiva de Bolle-Jones (1957), modificada por Lemos (1996),
conforme tabelal, com nitrogénio na concentra¢do de 8 mM, na forma de nitrato
e/ ou amonio nas seguintes proporgoes: 8/0; 4/4; 0/8 e 0/0. Em cada vaso foram
adicionados 1.000 mL da solucdo nutritiva havendo um excesso de 150 mL, o

qual era coletado em pratos plasticos colocados sob os vasos, ou seja, 850 mL
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ficavam retidos na areia. Diariamente a solugdo contida nos pratos era
completada com agua destilada, ajustada em pH 6,5, quando necessario e
retornada para o vaso. Semanalmente as solu¢des eram renovadas. Esse
procedimento foi realizado até que as plantas atingissem 12 meses.

Entdo, as plantas foram transferidas de uma casa de vegetagdo comum,
ou seja, totalmente fechada com plasticos para outra casa de vegetacdo coberta,
porém que possuia sombrites nas laterais. Cada vaso continha duas plantas e
cada tratamento era composto por doze repeticdes sendo utilizadas quatro
repeticdes em cada dia avaliado (7, 14 e 21 dias apds inducao do alagamento).
Nesse momento separadas em 8 tratamentos, sendo que as propor¢des de nitrato
e amodnio (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) ocorriam tanto em condigdes de normoxia
(controle) quanto em hipoxia (alagamento). Para o alagamento foram utilizadas
solucdes nutritivas diluidas, mantendo, porém as quantidades de nitrogénio, os
vasos nos quais as plantas estavam sendo cultivadas foram colocados dentro de
outro vaso maior para simulacdo do alagamento. Os procedimentos para
completar as solugdes, aferir o pH ou qualquer outra manipulacdo foram
realizados sempre de modo que ndo houvesse movimento da solugdo de
alagamento para que nao ocorresse aeragdo do meio.

Foram realizadas trés coletas de material vegetal, aos sete, quatorze e
vinte ¢ um dias, apos inducdo do alagamento, para analises das atividades
enzimas do metabolismo do nitrogénio (RN, GS, GOGAT, GDH) e do
metabolismo antioxidante (SOD, CAT, APX). Nas mesmas datas procedeu-se a
coleta do exsudato do xilema e avaliou-se a fotossintese. Sempre no dia anterior

as coletas as solugGes nutritivas eram renovadas.



Tabela1 Composi¢cdo da
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solucdo nutritiva em funcdo dos diferentes

tratamentos utilizados no experimento. UFLA, Lavras, MG

Proporg¢ao de nitrato e amdnio (mM)

Sal Solugao 0/0 810 078 4/4
estoque (SE)

Volume da SE
Macronutrientes ™M) mL.L"
Ca(NO;3), 0,5 - 6,0 -
KNO; 0,5 - 4,0 -
(NHy),SO, 0,5 - - 6,0
(NH,4),HPO, 0,5 - - 2,0
CaSO, 0,01 150 - 150 100
KCl 0,5 2,0 - 4,0 2,5
MgSO, 0,5 2,5 5,0 2,0 2,0
NaH,PO, 0,5 2,0 2,0 - -
K,SO4 0,5 2,0 1,0 1,0 3,0
CaCl, 0,5 - - - 1,0
Na,S0, 0,5 - - 1,0 -
NH4NO; 0,5 80
Micronutrientes mmol.L!
H;BO; 25 1,0 1,0 1,0 1,0
CuSOq, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
Fé-EDTA 20 1,0 1,0 1,0 1,0
H,MoO, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
MnSO;4 2 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnSO, 2 1,0 1,0 1,0 1,0
Elemento Concentragao total (mg.L'l)
N 0 112 112 112
P 31 31 31 31
K 117 117 117 117
Ca 60 120 60 60
Mg 30 60 24 30
S 120 96 198 120
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3.1 Avaliacéo de altura, didmetro e fotossintese

Antes das plantas serem submetidas ao alagamento foram efetuadas
medi¢des da altura e didmetro do caule das plantas de cada tratamento no
décimo segundo més de desenvolvimento, a altura foi medida do colo ao
meristema apical. O didmetro do caule foi avaliado a uma distancia de 7 cm da
superficie do substrato de cultivo.

A fotossintese foi avaliada aos sete, quatorze e¢ vinte ¢ um dias apds
inducdo do alagamento, entre 9 h e 10 h horas da manha, no foliolo central do
terceiro langamento foliar. Utilizou-se o analisador de gas infravermelho IRGA
(Infrared Gas Analyzer, L16400, Licor), para avaliagdo da taxa assimilatoria

liquida de CO, (A, pmol m?s™);

3.2 Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN; E.C.1.6.6.1)

Para as analises da atividade da RN empregou-se o método in vivo.

Devido a problemas metodologicos as plantas utilizadas para
quantifica¢do da atividade desta enzima ndo foram as mesmas utilizadas para as
todas as outras avaliacdes, apenas nessa analise foram utilizadas plantas
cultivadas nas mesmas condigdes j4 mencionadas, porém elas apresentavam seis
meses de idade.

As raizes foram lavadas com 4gua destilada em seguida foram
fragmentadas em pequenos segmentos (500 mg de raizes). Esses materiais foram
colocados em becker, onde se adicionaram 5 ml de uma solugdo de incubagéo.
Esta foi constituida por tampao fosfato 0,1 M, contendo n-propanol e KNOs.

O tecido vegetal, submerso nessa solugdo, foi infiltrado a vacuo por duas
vezes. Apos esse procedimento, os beckers foram mantidos na auséncia de luz,

em banho-maria a 30 °C com agitacao.
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Para determinar a quantidade de nitrito formada pela reagdo, a cada
aliquota de 0,5 mL retirada do meio de incubag¢do foi adicionada 1 mL de
sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N e 1 mL de N-naftil-etileno-diamino a 0,02%,
completando-se o volume final para 4 mL com agua destilada. As leituras foram
feitas em espectrofotometro a 540 nm. A atividade da enzima foi expressa em

pmoles de NO,"h" Kg MF ™.

3.3 Obtencéo dos extratos enzimaticos e avaliacéo da atividade da Sintetase
da Glutamina (GS; E.C.6.3.1.2), glutamato sintase (GOGAT; E.C.
1.4.1.7) e glutamato desidrogenase (GDH; E.C.1.4.1.3)

As atividades dessas enzimas foram avaliadas segundo protocolos de
rotina do laboratério de nutricdo e metabolismo de plantas da Ufla.

A obtencdo dos extratos e o ensaio enzimatico da sintetase da glutamina
(GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH) foram
realizados da seguinte forma: o material vegetal utilizado era composto de 1
grama de raizes laterais ou ladminas foliares previamente lavadas em &gua
destilada, coletadas apds 24 horas de aplicacao de solucgao nutritiva e 5 horas de
exposicdo das plantas a luz, sendo imediatamente colocadas em papel aluminio e
congeladas em N, liquido. Posteriormente, o material foi transferido para
freezer, onde permaneceu armazenado até a execugdo das analises.

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela maceracdo de 1,0
grama de tecido em graal com N, liquido, em 5 mL de um meio composto por
tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, 10% de polivilpolipirrolidona
(PVPP), ditiotreitol (DTT) 2 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM
e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 M. Apoés centrifugagdo a 13000 g
por 20’ a 4 °C, o sobrenadante foi acondicionado em eppendorfs e mantidos sob

refrigeracao.
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O ensaio da GS foi realizado tomando-se uma aliquota de 300 uL do
extrato bruto, adicionou-se 700 pL de um meio reacional contendo 200 uL de
tampao tris-HCI 0,5 M, pH 7,5; 100 pL de mercaptoetanol 0,1 M; 50 pL de
MgS0,.7H,O 0,4 M; 150 pL de NH,OHCI 0,1 M; 100 pL de glutamato
monosodico 0,5 M e 100 uLL. de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 °C por 30
minutos. A reacdo foi paralisada pela adi¢ao de 1 mL de uma solugdo composta
de FeCl; 0,37 M, HC1 0,67 M e acido tricloroacético (TCA) 0,2 M. Em seguida
centrifugou-se a 16000 G por 5 minutos e o quelato Fe-L-glutamil-y-
hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotometro a 540 nm
e a atividade enzimatica expressa em umol de GHA. g MF.min™".

A atividade da NADH-GOGAT foi determinada adicionando-se 20 uL,
do extrato bruto obtido das raizes a 180 pL de um meio constituido de tampao
fosfato 50 mM, pH 7,5, GLN 15 mM, 2-oxoglutaratol5 mM, KCI 10 mM, B-
mercaptoetanol 20 mM, e NADH 0,20 mM. Pelo decréscimo na concentragdo
do NADH avaliado a 340 nm, determinou-se a atividade enzimatica. O
coeficiente de extingdo molar utilizado foi 6,22 mmol L™'em™.

O ensaio da desidrogenase do glutamato (GDH) foi realizado tomando-
se um volume de 20 pL do extrato bruto a esse volume foi adicionado 180 pL
meio constituido de tampao tris-HC1100 mM, pH 7,8, (NH4),S04 100 mM, 2-
oxoglutaratol0 mM, CaCl, 4 mM e NADH 20 mM. O monitoramento da
oxidagdo do NADH foi realizado em 340 nm. O coeficiente de extingdo molar

utilizado foi 6,22 mmol L 'em™.

3.4 Coleta da seiva do xilema

O exsudato de xilema foi obtido por meio da metodologia adaptada de
Diniz (2011), Milburn e Ranasinghe (1996), Scholander et al. (1964) e Stoermer

et al. (1997). As plantas foram cortadas a 8 cm do coleto. As raizes foram entdo
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lavadas em agua destilada para retirada do excesso de areia. Procedeu-se, entdo,
a retirada da casca do caule. Esse material foi transferido para uma Bomba de
Pressao do tipo “Scholander” deixando a extremidade cortada do caule acima da
camara. Efetuou-se um novo corte na extremidade do caule utilizando-se de uma
lamina estéril, sendo o caule lavado em 4gua destilada em toda a sua extensdo.
Foi aplicada uma pressdo entre 0,3 e 0,5 bar, favorecendo o inicio da coleta
(STOERMER et al., 1997). Uma seringa descartavel foi posicionada na regido
central do xilema, foi entdo realizada uma suc¢do a medida que a seiva exsudava
na superficie do corte do caule. Desta forma, os exsudatos foram transferidos
para eppendorfs gelados com a base imersa em nitrogénio liquido. Todas as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer para a

realizacdo das analises.

3.5 Quantificacdo de Nitrato na seiva do xilema

A determinagdo de nitrato foi executada conforme o método de
(CATALDO et al., 1975). Nos tubos de ensaio foram pipetados 100 uL da
amostra e 400 pL do reagente salicilico (acido salicilico 5% p/v em H,SO4
concentrado) agitando-se cada tubo. Decorridos 20 minutos, a temperatura
ambiente, foram adicionados lentamente 9,5 mL de NaOH 2N. Apos
resfriamento a temperatura ambiente, os tubos foram agitados novamente e

medidas as absorbancias a 410 nm.

3.6 Quantificacdo de Aménio na seiva do xilema

A determinagdo de amodnio seguiu a metodologia estabelecida por
(MCCULLOUGH, 1967). Foram utilizados 100 uL da amostra, adicionaram-se
500 pL do reagente I e 500 puL. do reagente II, perfazendo ao todo 1,1 mL.
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Reagente I: Fenol 0,1 M + SNP (nitroprussiato de sodio) 170 uM. Reagente II:
NaOH 0,125 M + Na,HPO,. 12 H,0 0,15 M + NaOCl (3% CL,). Apo6s a adigdo
do reagente I, agitou-se para depois acrescentar o reagente II, em seguida os
tubos foram transferidos para banho-maria a 37 °C, por 35 minutos. Esperou-se
até que os mesmos atingissem a temperatura ambiente. As leituras foram

realizadas a 625 nm.

3.7 Obtencéo dos extratos enzimaticos e avaliacio da atividade da catalase
(CAT; EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) e
superoxido dismutase (SOD; 1.15.1.1)

As atividades dessas enzimas foram avaliadas segundo protocolos de
rotina do laboratoério de bioquimica e fisiologia molecular de plantas da Ufla.

O extrato enzimatico foi obtido pela maceragdo em nitrogénio liquido de
0,3 g de laminas foliares, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampdo de
extracdo contendo: 375 pL de tampao fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), 15
uL de EDTA 10 mM, &cido ascorbico 200 mM, 22 mg de PVPP e 1035 pL de
agua. O extrato foi centrifugado a 13000 g por 10 minutos a 4 °C e sobrenadante
foi coletado e armazenado a -20 °C. Os sobrenadantes coletados foram utilizados
nas analises enzimaticas da dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT et al., 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreduc@o do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis ¢ Ries
(1977). Foram adicionados 100 pL do extrato enzimatico a 1,9 mL do meio de
incubagdo composto por: tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7.8),
metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1mM, riboflavina 0,2 mM e agua. Os
tubos contendo o meio de incuba¢do mais amostra foram iluminados com
lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos. Para o controle, foi utilizado o

mesmo meio de reacdo sem a amostra, que foi mantido no escuro. As leituras
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foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte
equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato enzimdtico — AS560
controle sem enzima) /(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD
corresponde & quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do
NBT nas condi¢des do ensaio.

A CAT foi avaliada segundo Havir ¢ McHale (1987), em que uma
aliquota de 50 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 1950 pL do meio de
incubagao contendo 1000 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 100 puL
de perdxido de hidrogénio 200 mM e 850 uL de agua incubado a 28 °C. A
atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbéancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido
de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™ cm™.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 50 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 1950 pL do meio de
incubagao composto por 1000 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 100
pL de acido ascoérbico 10 mM, 100 pL de peroxido de hidrogénio 2 mM e 700
pL de agua (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar
utilizado foi 2,8 mM'em™.

3.8 Avaliacdo Anatdmica das raizes

A avaliacdo anatdmica foi realizada no laboratério de anatomia vegetal
do departamento de biologia da Ufla, as raizes das plantas de seringueira foram
coletas aos sete, quatorze e vinte e um dias apos indu¢do do alagamento. As
raizes secundarias foram lavadas em 4gua destiladas e em seguida fixadas em
FAA (formaldeido, 4cido acético e alcool etilico) por 72 horas e posteriormente

armazenadas em etanol 70% (KRAUS; ARDIUM, 1997).
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Os cortes transversais foram realizados no terceiro centimetro da zona
pilifera da raiz secundaria, em microtomo de mesa. As secgdes transversais
foram clarificadas em hipoclorito de s6dio 5% por 9 minutos, lavadas duas vezes
em agua destilada e depois colocadas por 7 minutos em agua destilada
novamente e posteriormente coradas com safrablau (safranina 7,5 : azul de Astra
2,5). As laminas semipermanentes foram montadas com glicerina 50%
(KRAUS; ARDIUM, 1997). As fotomicrografias foram obtidas em microscopio
optico Olympus BX-60 acoplado a uma camara digital Canon Poxer Shot A 620.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Altura e diametro

O crescimento em altura das plantas ndo diferiu em funcdo da fonte
nitrogenada. As plantas cultivadas com nitrato apresentaram maior crescimento
em didmetro. As plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio mostraram um
crescimento de aproximadamente 60% das cultivadas com nitrogénio. Esse
expressivo desenvolvimento de plantas que nunca receberam nitrogénio se deve
possivelmente a mobilizacdo das reservas das sementes ¢ a associagdo dessas
plantas com bactérias fixadoras de nitrogénio (DELU FILHO; OLIVEIRA;
VALE, 1997b; DINIZ, 2011).

Avaliando os efeitos de diferentes concentrag¢des de nitrato (0, 1, 2, 4, 8,
12 e 16 mM) em mudas de seringueira, Delu Filho, Oliveira e Vale (1997b)
relatam os efeitos positivos do aumento da concentragdo de até 8 mM sobre o
crescimento das partes aéreas, enquanto que a concentracao de 16 mM causou
uma diminui¢do dessa caracteristica.

Ja, Lemos et al. (1999) observaram que os maiores valores de matéria
seca total da parte aérea e raizes foram obtidos nas proporg¢des de 4:4 ¢ 0:08, ou
seja, igual quantidade de nitrato de amonio ou apenas amodnio. Os autores
também relataram aumento gradual do valor de area foliar com o aumento dos
niveis de amonio até a propor¢ao de 4:4.

Diniz (2011), trabalhando com plantas jovens de seringueira tratadas
com 8 mM de nitrogénio encontrou valores semelhantes a esses para as
caracteristicas de altura e didmetro.

De acordo com Gongalves e Rossetti (1982), o crescimento da planta
reflete diretamente em seu bom desenvolvimento, e tanto a altura quanto o

didmetro do caule sdo componentes associados a produtividade em Hevea,
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Gongalves et al. (1984) verificaram que ha correlagdo entre producdo e altura da

planta, e produ¢do e didmetro do caule.
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Figura2 Altura de plantas de seringueira avaliada aos 12 meses de idade em
funcdo da fonte e concentragdo de nitrogénio. As barras
correspondem ao erro padrao da média de 8 repeticdes
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Figura3 Didmetro de plantas de seringueira avaliado aos 12 meses de idade
em funcdo da fonte e concentracdo de nitrogénio. As barras
correspondem ao erro padrao da média de 8 repeticdes
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4.2 Taxa fotossintética

As maiores taxas fotossintéticas foram observadas nas plantas cultivadas
com nitrato com ou sem alagamento.

Observa-se aos 21 dias apo6s a inducdo do alagamento uma reducdo de
aproximadamente 50% na taxa fotossintética nos tratamentos com inundagdo do
sistema radicular independente da fonte nitrogenada aplicada em solugdo. Essa
queda pode ser devido ao fechamento estomatico que ocorre em plantas sob
hipoxia (JACKSON; HALL, 1987).

A taxa fotossintética no tratamento com 8 mM de amonio se apresenta
aproximadamente a metade da observada no tratamento com nitrato desde o
inicio do alagamento. As plantas tratadas com nitrato e amonio apresentaram
comportamento semelhante aquelas nutridas apenas com nitrato, enquanto que
nas plantas com auséncia de nitrogénio a assimilagdo de CO, mostrou-se baixa e
estavel com o decorrer do estresse.

A semelhanga do que ocorre com estresse hidrico, o fechamento dos
estomatos em condi¢ao de inundagao pode estar associado a sintese do ABA ¢ as
aquaporinas. A redug@o na transpira¢do e na condutincia estomatica (dados ndo
apresentados) em plantas de seringueira sob deficiéncia de oxigénio foram
observadas nesse trabalho. Em algumas espécies florestais foi observado m
rapido fechamento dos estomatos em resposta a baixa disponibilidade de
oxigénio, associado a uma queda brusca na fotossintese liquida em folhas
completamente expandidas.

Estudando o comportamento da condutincia estomatica em plantas de
sesbania, ameixeira, jacarandd, seringueira e ingd, observou-se uma redugdo
significativa desta em plantas cultivadas sob submersdo quando comparadas as
cultivadas em normoxia, porém isso ndo ocorreu em plantas menos sensiveis a

submersdo do sistema radicular como o agai (PELACANI, 1993).
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Figura4 Taxa assimilatoria liquida de CO, (A, umol m™ s™) de plantas jovens
de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4 proporg¢des de
nitrato/amoénio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas condigdes
ambientais, sem alagamento e com alagamento (SA e CA) avaliada
aos 7,14 e 21 dias ap6s indugdo do alagamento (DAIA). As barras
correspondem ao erro padrao da média de 6 repeticdes

4.3 Atividade da Redutase do nitrato (RN)

A atividade da enzima redutase do nitrato apresentou-se superior no
tratamento com alagamento desde o inicio da inducdo do alagamento,
aumentando gradativamente com o prolongamento do estresse (Figura 5). Delu
Filho et al. (1998) e Lemos et al. (1999) encontraram valores de atividade
semelhantes a esses para atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas de
seringueira, porém ambos nao trabalharam com alagamento. Ao contrario desses
resultados Pelacani (1993) detectou maior atividade da RN em plantas de
seringueira em condicdo normal de disponibilidade de oxigénio quando

comparadas as plantas alagadas. No mesmo experimento a autora detectou
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maiores atividades da enzima em plantas de ingd e de acai quando cultivadas
com inundac¢do do sistema radicular.

O aumento da atividade da RN em condi¢des de baixa disponibilidade
de oxigénio no meio de cultivo pode ser provavelmente atribuido a reducao da
competicdo do oxigénio molecular na cadeia transportadora de elétrons pelo
poder redutor originado da via glicolitica (RADIN, 1973).

Crawford (1978) admite que em condi¢gdes de hipoxia ocorre uma
competicdo pelo poder redutor entre os processos de reducdo do nitrato e
metabolismo anaerobico, o que limita a formagdo de etanol sendo esse fato

benéfico para as plantas.
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Figura 5 Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas jovens de
seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4 propor¢des de
nitrato/amoénio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas condigdes
ambientais, sem alagamento e com alagamento (SA e CA) avaliada
aos 7,14 e 21 dias ap6s indugdo do alagamento (DAIA). As barras
correspondem ao erro padrao da média de 4 repeticdes
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4.4 Atividade da sintetase da glutamina (GS)

E demonstrado nas figuras 6 e 7 que a atividade da enzima GS em raizes
decresceu com o alagamento sendo menor em plantas alagadas independente da
fonte nitrogenada. Entretanto nas folhas de um modo geral ndo ocorreram
diferencas.

Em folhas de seringueira a atividade da GS é no minimo quatro vezes
maior quando comparada a atividade em raizes (Figuras 6 e 7). Lemos et al.
(1996) mostraram que em plantas jovens de seringueira, cultivadas em diferentes
concentragoes de nitrato e amoénio, existe uma maior atividade da GS em
laminas foliares do que no sistema radicular, resultados semelhantes foram
encontrados por Costa Netto (1997) e Delu Filho et al. (1998) quando fornecido
nitrato em solug@o nutritiva. A atividade da GS nas folhas de seringueira
depende de outra fonte de amonio, ou seja, a GS foliar ndo utiliza o nitrogénio
absorvido pelas raizes e transportado pelo xilema (figuras 9 e 10), uma vez que,
até entdo, ndo foi detectada a atividade da RN nesse 6rgdo. Dessa forma, o
amoénio utilizado pela enzima pode ser derivado da fotorrespiragdo
(WALLSGROVE et al., 1983), originado a partir de metabolismo asparagina,
através da acdo da asparaginase ou da protedlise (LEA; ROBINSON;
STEWART, 1990). Sendo um aspecto que ainda deve ser melhor investigado
em Hevea. A degradagdo de proteinas e aminodcidos pode explicar a alta
atividade da GS nas folhas das plantas que foram cultivadas na auséncia de
nitrogénio, ja que essas se encontravam em fase de senescéncia.

Farquhar et al. (1980) defendem que niveis mais elevados das enzimas
GS, GOGAT e GDH nas folhas contribuem para uma melhor reassimilagdo do

amonio produzido na fotorrespiragdo, o que diminui as perdas por volatilizagao.
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Figura 6 Atividade da enzima Sintetase da Glutamina (GS) em raizes de
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plantas jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4
proporgdes de nitrato/amdénio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas
condi¢des de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e
com alagamento - CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds indugdo do
alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro padrido da
média de 4 repeti¢des
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Atividade da enzima Sintetase da Glutamina (GS) em folhas de
plantas jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4
propor¢des de nitrato/amonio em mM (0/0; 8/0; 0/8 ¢ 4/4) em duas
condi¢des de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e
com alagamento - CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds indugdo do
alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro padrido da
média de 4 repeti¢des
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4.5 Atividade da sintase do glutamato (NADH-GOGAT)

Nao foi detectada atividade da GOGAT nas plantas cultivadas na
auséncia de nitrogénio, possivelmente isso ocorreu devido a falta do substrato 2-
oxoglutarato, ja que nas raizes a baixa disponibilidade de oxigénio limitava a
respiracdo aerobica e consequentemente o ciclo de Krebs que é o fornecedor
dessa e outras moléculas chaves como malato. A glutamina o outro substrato
trabalhado pela GOGAT provavelmente ndo limitava a reagdo, pois se observa
alta atividade da GS nessas plantas (figura 6). Nas plantas cultivadas com nitrato
a atividade diminuiu quando essas foram submetidas ao alagamento, enquanto
que naquelas cultivadas com aménio a atividade da GOGAT foi favorecida pelo
alagamento.

Lemos et al. (1999), trabalhando com plantas de seringueira tratadas
com nitrogénio ¢ sem indugdo de estresse, descreveram um aumento na
atividade da NADH-GOGAT com a redugdo na atividade da GS, os autores
discutem que a glutamina foi de algum modo fornecida as raizes, possivelmente
a partir da parte aérea das plantas ou seja esse aminoacido foi transportado pelo

floema.
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Figura 8 Atividade da enzima Sintase do glutamato (NADH-GOGAT) em
raizes de plantas jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos,
sendo, 4 propor¢des de nitrato/aménio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4)
em duas condigdes de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento -
SA e com alagamento - CA) avaliada aos 7,14 ¢ 21 dias apos
inducdo do alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro
padrdo da média de 4 repeticdes

4.6 Atividade da glutamato desidrogenase (GDH)

A atividade da GDH em raizes de plantas cultivadas com nitrato foi
menor nas plantas alagadas, enquanto que nas plantas cultivadas com aménio o
alagamento favoreceu a atividade dessa enzima.

Tanto nas folhas como nas raizes das plantas cultivadas na auséncia de
nitrogénio, a atividade da GDH mostrou-se baixa quando comparada aos
tratamentos com adi¢do deste elemento.

Nas folhas das plantas cultivadas com 8 mM de nitrato e das cultivadas
com 8§ mM de amonio observou-se uma maior atividade da GDH nas plantas

alagadas aos sete e vinte um dias apds indugdo do alagamento.
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Figura9 Atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH) em raizes de

plantas jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4
propor¢des de nitrato/amoénio (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas condigdes
de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e com
alagamento - CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds indugdo do
alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro padrio da
média de 4 repeticdes
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Figura 10 Atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH) em laminas
foliares de plantas jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos,
sendo, 4 proporgdes de nitrato/amoénio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4)
em duas condi¢des de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento -
SA e com alagamento - CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds
inducdo do alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro
padrao da média de 4 repeticdes

4.7 Teores de amdnio e nitrato na seiva do xilema

Nao foi detectada a presenga de nitrato ou amonio na seiva de plantas
cultivadas na auséncia destes ions. O teor de aménio na seiva xilematica em
plantas cultivadas com amoénio foi maior nas alagadas (Figura 11).

O transporte de N- amoniacal na seiva xilematica foi no minimo trés
vezes maior no tratamento com 8 mM de amoénio quando comparado ao
tratamento com apenas 4 mM desse cation. Valor superior (40 nmol) foi
encontrado por Diniz (2011) trabalhando com plantas de seringueira nutridas
com 8 mM de nitrogénio em condi¢des normais de oxigénio.

O aménio absorvido pelas raizes ¢ incorporado a aminoacidos via GS/

GOGAT, esse fato explica as baixas concentra¢des desse cation no xilema, além
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de ser volatil e toxico podendo atuar como um desacoplador de membranas,
conforme relatado por Givan (1979).

E importante observar que essa pequena quantidade de amonio
transportada via xilema, estequiometricamente nao foi responsdvel pela alta

atividade da GS encontrada em folhas de seringueira (figura 7).
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Figura 11 Teor de amodnio na seiva xilematica de plantas jovens de seringueira
nutridas com apenas amonio na concentracdo de 8 mM ou com
nitrato/amoénio na propor¢do de 4/4 em duas condi¢cdes de
disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e com alagamento
- CA) avaliado aos 7,14 e 21 dias apos inducdo do alagamento
(DAIA). As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4
repeti¢oes

A figura 12 apresenta o teor de N- nitrico transportado na seiva do
xilema das plantas de seringueira. Foi observado que no tratamento com nitrato
(8 mM) alagado, esse teor € expressivamente menor quando comparado ao
tratamento com 8 mM sem alagamento. A menor exportacdo de nitrato da raiz
para a parte aérea pode ser devido a maior atividade da redutase do nitrato
em raizes de plantas alagadas (figura 5) além da atuacdo dessa enzima no

caule das plantas de seringueira (SHAN, 2007). A concentracdo mais
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baixa na seiva xilemadtica das plantas do tratamento 4/4 se deve a menor
disponibilidade de nitrato para absorcao, ja que o mesmo estava presente
na solucdo nutritiva na concentracao de 4 mM, ao passo que o tratamento
com 8 mM continha 8 mM de N-nitrico.

Alves (2001), encontrou valores superiores a esses em plantas jovens de
seringueira tratadas com 8 mM de nitrato, variando de 4 micro moles a 16 micro
moles em fun¢do do tempo em horas apds aplicagdo da solugdo nutritiva. Ja
Diniz (2011), obteve resultados aproximadamente quatro vezes menores quando
forneceu “8 mM de nitrogénio, sendo 5 mM de NO; e 3 mM de NH,', para
plantas de seringueira, porém, ambas trabalharam em condi¢des de normoxia. O
ambiente, a idade da plantas e as condigdes de cultivo podem ser fatores

responsaveis pelas divergéncias entre os resultados.
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Figura 12 Teor de nitrato na seiva xilematica de plantas jovens de seringueira
nutridas com apenas nitrato na concentracdo de 8§ mM ou com
nitrato/amoénio na propor¢do de 4/4 em duas condi¢cdes de
disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e com alagamento
- CA) avaliado aos 7,14 e 21 dias apo6s inducdo do alagamento
(DAIA). As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4
repeti¢oes
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4.8 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Nesse trabalho ndo foi detectada a atividade das enzimas do sistema
antioxidante (SOD, CAT e APX) em tecidos radiculares.

As plantas cultivadas sem nitrogénio, alagadas e ndo alagadas
apresentaram uma baixa atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nas
folhas, ndo diferindo entre os dias avaliados. Ja aquelas cultivadas com 8 mM
de nitrato ou 4/4 mM de nitrato/aménio sem algamento tiveram menor atividade
da enzima quando comparadas aos tratamentos alagados, que mostrou o maior
resultado em relagdo a todos os tratamentos. As plantas cultivadas com 8 mM de
amodnio alagadas apresentaram atividade superior da SOD somente aos 21 dias
apos indugdo do alagamento.

Dentre as enzimas envolvidas na remocdo das EROs, a SOD ¢
geralmente a primeira linha no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo
(POMPEU et al., 2008), podendo ser considerada uma enzima chave nesse
processo. O estresse por baixa disponibilidade de oxigénio induziu uma maior
atividade da SOD, principalmente nas plantas cultivadas com 8 mM de nitrato, a
qual determina a concentragdo de O, e H,0,, sendo central nos mecanismos de
defesa necessarios para prevenir a formagdo de radicais OH’, sendo assim,

conhecida por conferir tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007).
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Figura 13 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em plantas jovens
de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4 proporg¢des de
nitrato/amonio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas condig¢des de
disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e com alagamento
- CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds inducdo do alagamento
(DAIA). As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4
repeticdes

4.9 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase nas folhas (Figura 14) dos tratamentos sem
nitrogénio apresentou-se baixa, quando comparada a atividade da enzima dos
tratamentos com nitrogénio. As plantas cultivadas com 8 mM de nitrato alagadas
tiveram maior atividade dessa enzima somente no ultimo dia avaliado. As
plantas tratadas com 8 mM de aménio alagadas tiveram uma maior atividade da
CAT no primeiro e ultimo dia avaliado. As plantas cultivadas na propor¢do 4/4
nitrato/amoénio mostraram uma queda em relagdo a essa enzima nas plantas
alagadas.

Em todos os tratamentos observou-se uma atividade da CAT
aproximadamente cem vezes menor quando comparada as atividades da SOD e

APX (figuras 13 e 15). A CAT tem uma baixa afinidade pelo H,O,, sendo ativa
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somente quando este estd em altas concentragdes, ou seja, quando o estresse ¢

muito severo.
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Figura 14 Atividade da enzima catalase (CAT) em ladminas foliares de plantas
jovens de seringueira submetidas a 8 tratamentos, sendo, 4
proporgdes de nitrato/amdénio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas
condi¢des de disponibilidade de oxigénio (sem alagamento - SA e
com alagamento - CA) avaliada aos 7,14 e 21 dias apds indugdo do
alagamento (DAIA). As barras correspondem ao erro padrdo da
média de 4 repeti¢des

4.10 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

O alagamento aumentou a atividade da APX em todos os tratamentos
independente da fonte nitrogenada. Os resultados da figura 15 mostram que a
maiores atividades da ascorbato peroxidase foram verificadas nas plantas
tratadas com 8 mM de amonio alagadas. Em folhas de seringueira, foi observada
uma atividade 100 vezes maior da APX quando comparada a CAT, sinalizando
uma maior atuacdo da ascorbato peroxidase no processo de eliminagdo do

peroxido de hidrogénio das células. APX e outras peroxidases, ao contrario da
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CAT, tém alta afinidade pelo H,O,, eliminando-o mesmo em baixas
concentragdes.

A capacidade de manter, em niveis elevados, a atividade da SOD, CAT
e APX, em condi¢des de estresse ambiental, é essencial para manter o equilibrio
entre a formagdo e remocdo de H,0O, do ambiente intracelular (ZHANG;
KIRKAM, 1996).

Segundo Blokhina, Virolainen e Fagerstedt (2003), estd bem
caracterizado que, sob condi¢cdes de hipoxia no substrato, ocorre um aumento
descontrolado de radicais livres nas células de plantas, porém as enzimas do
sistema antioxidante ainda sdo pouco estudadas sob estas condi¢cdes (SAIRAM
et al., 2008), e em seringueira ndo se encontra na literatura nenhum trabalho

avaliando o metabolismo antioxidativo em plantas alagadas.
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Figura 15 Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em laminas foliares
de plantas jovens de seringueira submetidas a § tratamentos, sendo, 4
proporg¢des de nitrato/aménio em mM (0/0; 8/0; 0/8 e 4/4) em duas
condi¢des ambientais, sem alagamento e com alagamento (SA e CA),
avaliada aos 7,14 e 21 dias apos inducdo do alagamento (DAIA). As
barras correspondem ao erro padrdo da média de 4 repetigdes
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4.11 Avaliagdo anatdmica das raizes

Observou-se a partir do sétimo dia apés indugdo do alagamento o
aparecimento de lenticelas no caule de das plantas submetidas a submersdo do
sistema radicular. Botelho et al. (1996) e Pelacani (1992) também observaram a
formag@o de lenticelas nas plantas de seringueira cultivadas sob alagamento.

Verificou-se que as plantas tratadas com 8 mM de amonio que nao
foram submetidas ao alagamento, ou seja, as plantas controle, ndo apresentaram
formacao de aerénquimas em nenhuma das avaliagdes realizadas, uma vez que
estas ndo estavam submetidas a baixa disponibilidade de oxigénio.

Em contrapartida, nas raizes das plantas com 8 mM de amdnio alagadas,
foi possivel notar o inicio do alargamento das células do tecido parenquimatico
no primeiro dia de avaliagdo, ou seja, sete dias apds a inducdo do alagamento, ¢
na terceira avaliagdo (21 dias), ja se observou a estrutura do aerénquima, como
mostrado na Figura 16, que sdo formados para suprir a baixa concentragdo de

oxigénio do meio onde se encontram as raizes.
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Figura 16 Formacdo de aerénquimas em seccdo transversal de raizes laterais de
plantas jovens de seringueira cultivadas com 8 mM de Amonio e
submetidas a duas condi¢des de disponibilidade de oxigénio: sem
alagamento (A, B ¢ C) e com alagamento (D, E e F), avaliada em 7
(AeD), 14 (BeE)e 21 (CeF) dias apds a indugdo do alagamento.
A barra (— corresponde a 100 pm

As plantas cultivadas com 8 mM de nitrato sem alagamento
apresentaram comportamento similar as cultivadas com 8 mM de amonio sem
alagamento, ou seja ndo ocorreu o desenvolvimento de aerénquimas. Porém, nas
plantas cultivadas em ambiente hipdxico, notou-se a formagdo de aerénquima ja
aos 14 dias, aumentando o tamanho destes ao longo do tempo, como visto na

terceira avaliacdo (21 dias), mostrado na Figura 17.
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Figura 17 Formagdo de aerénquimas em seccdo transversal de raizes laterais de
plantas jovens de seringueira cultivadas com 8 mM de Nitrato e
submetidas a duas condi¢des de disponibilidade de oxigénio: sem
alagamento (A, B ¢ C) e com alagamento (D, E e F), avaliada em 7
(AeD), 14 (BeE)e 21 (C e F) dias ap6s a indugdo do alagamento.
A barra (— corresponde a 100 pm

As plantas cultivadas com nitrato apresentaram um desempenho mais
rapido em adquirir uma adaptacdo morfologica, no caso os aerénquimas, uma
estrutura que favorece a adaptag@o das plantas a condigdo adversa de ambiente
aplicada. E bem conhecido que a adi¢io exégena de nitrato (NO5) aumenta a
tolerancia das plantas ao estresse de hipdxia, mas os mecanismos pelos quais o
NOjs " exerce esse efeito ndo estdo esclarecidos (ROCHA et al., 2010).

Entretanto, as plantas nutridas com amonio, também apresentaram essa
mudanca anatomica, porém mais tardiamente, mostrando dessa forma, que a
seringueira tem plasticidade para se adaptar a areas sujeitas a alagamentos

periddicos, como ¢é o caso das areas em que essa espécie ocorre naturalmente.
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Trabalhando com plantas de Pinus m condi¢des de hipoxia Topa e
McLeod (1986) encontraram a formacao de aerénquimas na regido do cortex das
raizes e a consequente aeragdo dos tecidos radiculares.

Experimentos realizados com cultivares de milho apresentaram a
porosidade aumentada na raiz apdés 6 h do inicio do tratamento, aumentando
progressivamente a propor¢do de aerénquimas com a continuidade do estresse
anaerobico. Quando foram feitos cortes anatdmicos com 168 horas de
alagamento, a area do cortex ocupada pelos aerénquimas aumentou 11 vezes
(SOUZA, 2010). Esta resposta mais rapida, mostra que esta espécie em questao
¢ mais tolerante ao alagamento, adquirindo adaptagdes morfologicas com

eficiéncia para suprir a baixa concentracao de oxigénio.
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5 CONCLUSOES

O crescimento em altura das plantas nao diferiu em fungdo da fonte
nitrogenada. Plantas cultivadas com nitrato apresentaram maior crescimento em
didmetro.

As maiores taxas fotossintéticas foram observadas nas plantas cultivadas
com nitrato com ou sem alagamento.

A atividade da enzima redutase do nitrato apresentou-se superior no
tratamento com alagamento desde o inicio da indu¢do do mesmo, aumentando
gradativamente com o prolongamento do estresse.

Em raizes a atividade da GS foi menor em plantas alagadas
independente da fonte nitrogenada. Entretanto nas folhas n@o ocorreram
diferengas.

Nao foi detectada atividade da GOGAT nas plantas cultivadas na
auséncia de nitrogénio, enquanto que nas cultivadas com nitrato a atividade
diminuiu quando essas foram submetidas ao alagamento, ¢ naquelas tratadas
com amonio a atividade da GOGAT foi favorecida pelo alagamento.

A atividade da GDH em raizes de plantas cultivadas com nitrato foi
menor nas plantas alagadas, enquanto que oposto ocorreu nas plantas cultivadas
com amonio.

O teor de nitrato na seiva xilematica em plantas cultivadas com nitrato
foi menor nas alagadas, sendo que o oposto ocorreu com o teor de amonio nas
plantas tratadas com esse cation. Nao foi detectada a presenca de nitrato e
amonio na seiva de plantas cultivadas na auséncia destes ions.

Niao foram detectadas atividades da SOD, CAT e APX em raizes de

seringueira.
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A atividade da SOD nas folhas das plantas cultivadas com nitrato foi
maior nas plantas alagadas.

O alagamento aumentou a atividade da APX, nas folhas, de todos os
tratamentos.

O desenvolvimento de aerénquimas ocorreu de forma mais pronunciada

e rapida em plantas alagadas e nutridas com nitrato.
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