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RESUMO

NETO, Marco Anténio Menezes. Influéncia da disponibilidade de oxiaénio
sobre a germinagéo, crescimento e atividade das enzimas Alcool
Desidrogenase e Lactato Desidrogenase em acal (Euterpe oleracea Mart.).

Lavras: ESAL, 1994. 42p. (Dissertagéo - Mestrado em Fisiologia Vegstal).’

Objetivou-se estudar o efeito da disponibilidade de oxigénio sobre alguns
gventos metabdlicos associados a germinagdo de sementes, sobrevivéncia de
pldntulas e na formagdo de aerénquima em raizes de plantulas de agai (Eutque
oleracea Mart.). Para tanto, foram avaliados em diversos tempos de aplicagdo dos
tratamentos aerado e anéxicd. a atividade das enzimas Alcool Desidrogenase (ADH) e
Lactato Desidrogenase (LDH), em sementes e plantulas, e a percentagem. de
germinagdo das sementes.

Apesar de nédo terem sido encontradas diferencas na porcentagem de
germinagdo das sementes entre os tratamentos, apds o retorno a condigdes aeradas,

observou-se que a condigdo anéxica atrasou a germinacéo.

* Orientador: José Donizeti Alves. Membros da Banca: Luiz Edson Mota de Oliveira e
José Eduardo Brasil Persira Pinto.
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Durante o periodo experimental, as curvas de atividade das enzimas
Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase, em sementes e pléntulas, mostraram
um comportamento similar entre os tratamentos. As sementes apresentaram um
metabolismo anaerdbico menos ativo que o observado em piéntulas. Em pléntulas,
observou-se que a atividade das duas enzimas (ADH e LDH), foi sempre maior nos
caullculos que nas radiculas e que a atividade da enzima Lactato Desidrogenase foi
superior & atividade da Alcool Desidrogenase, néo importando o tecido e o periodo
avaliado. Notou-se também, que as pléntulas submetidas ao tratamento anéxico n&o
desenvolveram, mas retomaram seu desenvolvimento quando re-expostas a condigéo
aerada.

Esses resultados demonstram que tanto sementes quanto plantulas de
acal, apresentam um elevado grau de tolerancia & deficiéncia de oxigénio, ajustando-
se metabolicamente em niveis distintos, e que as ran’zés de acgai ndo necessitam do

estimulo do estresse por alagamento para a indugdo da formagdo de aerénquimas. -
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SUMMARY

NETO, Marco Anténio Menezes. Influence of oxigen avallibility on germination,
growth and activity of the enzimes Alcohol dehydrogenase and Lactate
dehydrogenase In "agal® (Euterpe oleracea Mart.). Lavras: ESAL, 1994. 42p.
(Thesis - Master of Science in Plant Physiology). :

The effect of oxigen a;/ailability on some metabolic events associated to
the germination of seeds, survival of seedlings and formation of aerenchyma in roots of
‘acai® seedlings (Euterpe oleracea Mart.) was intended to be studied. Therefore, the
activity of the enzymes Alcohol dehydrogenase (ADH) and Lactate dehydrogenase
(LDH), at several times of application of the aerated and anoxical treatments in seeds
and seedlings was assessed. In addition to the percentage of seed germination.

In spite of nbt finding differences in the percentage of seed germination
between the treatments, after return to the aerated conditions, »it was observed that
aerobic conditions delayed germination.

Duriﬁg the expefimental period the activity curves of the enzymes Alcohol

dehydrogenase and Lactate dehydrogenase in seeds and seedlings showed a similar

Y Principal adviser: José Donizeti Alves. Board members: Luiz Edson Mota de Oliveira e
José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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behaviour between treatments. The seeds presented a less active aerobic metabolism
than the one observed in seedlings. In seedlings it was noticed that the activity of the
two enzymes (ADH and LDH), has always been greater in shoots than in roots and that
the activity of the enzyme Lactate dehydrogenase was superior to the activity of Alcohol
dehydrogenase, not minding either the tissue or the period evaluated. It was also
noticed that the seedlings subjected to the anoxical treatment did not developped, but
resumed their development when re-exposed to aerated condition.

These results demonstrate that both "agaf'v‘ seeds and seedlings showed

8 high degree of tolerance to oxigen deficience, metabolically adjusting in different

lgvels.



1. INTRODUGAO

Diversas séo as condigdes ambientais que podem proporcionas o
alagamento do solo, gerando condigdes de hipoxia ou anoxia. Irrigagdo em solos mal
drenados, inundagdes, elevagdo do nivel de reservatérios hidrelétricos, entre outros,
séo fenébmenos comuns.

No Brasil, vastas dreas estdo sujeitas ao alagamento, principalmente na
regido norte. Falesi (1972), cita que 60.000 Km? ao longo do Rio Amazonas s&o
intermitentemente alagados.

Em um solo alagado, os poros que anteriormente estavam ocupados pelo
ar, sdo preenchidos por dgua. O pouco oxigénio retido no solo é rapidamente
consumido pelas raizes das plantas ou por microorganismos (Drew e Lynch, 1980).
Como a difusibilidade do oxigénio na agua é muito baixa, um ambiente hipéxico ou
andxico é rapidamente gerado (Ponnamperuma, 1972).

A composigao de espécies vegetais em regides alagadas é influenciada,
por fatores como freqiiéncia, duragdo do alagamento e altura da coluna d’dgua bem
como a tolerancia ao alagamento de sementes e plantulas. Existem espécies que em
condigdes de estresse gasoso, adaptam-;se a nivel morfo-anatémico e/ou metabdlico,

tornando-se tolerantes a anoxia (Drew, 1988). Anatomicamente, a tolerancia & anoxia
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estd intimamente ligada a presenga de aerénquimas (Jackson e Drew, 1984).
Entretanto, acredita-se que espécies com aerénquima podem ser tolerantes ao
alagamento, seni necessariamente serem tolerantes a anoxia.

Um grande ndmero de espécies de plantas que toleram um prolongado
alagamento.do solo, exibem tanto estratégias metabdlicas como de escape ao
ambiente anéxico/hipéxico gerado por ele (Davies, 1980 e Kozlowski, 1982), sugerindo
que a ;olerancia ao alagamento néo se restringe a um Unico tipo de adaptagdo, mas a
uma combinag¢do de mecanismos adaptativos.

Neste contexto, objetivou-se avaliar a influéncia da anoxié sobre a
germinacéo das sementes e sobrevivéncia de pléntulas de agai (Euterpe olerecea
Mart.), acompanhando o comportamento das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato
Desidrogenase, tentando estabelecer relagées de causa e efeito entre suas atividadeé
© 0 mecanismo metabdlico de tolerancia dessa espécie as condigbes de alagamento
do meio em que habita, além de verificar o efeito da disponibilidade de oxigénio sobre

0 desenvolvimento de aerénquimas em raizes de plantulas de agai.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Influéncla da anaeroblose sobre a germinagéo de sementes

A anaerobiose ocorre naturaimente em sementes de algumas plantag
superiores, como consequéncia da embebigdo de &gua durante a germinagée
(Aldasoro e Nicolas, 1980), variando de poucas horas & vérios dias, dependendo da
estrutura da semente, sem no entanto, prejudicar o processo. Com a auséncia de
oxigénio nas células vegetais, a cadeia de transporte de elétrons é inibida. Com isso, 0
ciclo do 4cido tricarboxilico (ciclo de Krebs) também paraliza, haja visto o acimulo de
poder redutor na forma‘ de NADH + H'. Neste caso, a via mais importanté de
reciclagem do NAD' passa a ser a via anaerébica, culminando com a produgéo dg
etanol e lactato como produtos da atividade das enzimas Alcool Desidrogenase )
Lactato Desidrogenase, respectivamente, e também uma pequena produgéo liquida dg
ATP, indispensével & manutengéo da organizagéo e integridade celular.

Apdés a emissdo da radicula, rompe-se a testa, permitindo assim a
oxigenagao dos tecidos. Com o reestabelecimento do metabolismo aerdbico, os niveis
e/ou atividades das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase, caem

acentuadamente e como conseqiéncia a produgéo de etanol e lactato.



A germinagéo de sementes em ambientes alagados, que na maioria das
vezes caracterizam-se por serem hipéxicos, também varia entre as  espécies.
Sementes de Populus deltoides, Salix nigra, Platanus ocidentales (Hosner, 1957),
Oryza sativa e 'Echinochloé crus-galli (Vartapetian et al., 1978; Kennédy et al.,, 1980 e
Rumpho et al.,, 1984), freqlentemente germinam sob alagamento; ao passo que
sementes de Nyssa aqudtica, N. silvatica e N. taxbdium permanecem vidveis por
longos perfodos de submerséo em égua, somente germinando quando re-expostas ao
ar. Por outro lado, sementes dé Fraxinus pensylvanica, Acer negundo e Quercus
shrumardii perdem sua viabilidade quando submersas por pequenos pérfodos de -
tempo (Hosner, 1957). |

Sementes que conseguem germinar sob anoxia, parecem desenvolver
mecanismos adaptativos a essa condigdo adversa. Sementes de Echinochloa crus-galli
por exemplo, germinando sob condigbes de total anaerobiose, mantiveram ativo ¢ ciclo
do &cido tricarboxilico (ciclo de Krebs), além da rota da pentose-fosfato (Rumpho e
Kennedy, 1983b). Esse processo, segundp os autores, garantiu o crescimento das
plantulas, uma vez que as sementes passaram a produzir mais energia e poder redutor
(NADPH), devido ao aumento da atividade metabélica, associado & mobilizagdo de
reservas. Knowles e Kennedy (1985) acrescentam ainda que a rota da pentose-fosfato,
uma via alternativa na oxidagéo de carboidratos sob anoxia, pode levar a produgédo de
intermedidrios que sao utilizados na biossintese de lipideos. O aumento na produgéo
~ de lipideos, nessas condigGes, além de garantir a continuidade do meta_bolis_mg _dqs
carboidratos, oxidando NADPH, fornece também um dos componentes para a sintese

. da membrana celular, os fosfolipideos, durante o processo germinativo sob anoxia.
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Segundo Kozlowski (1984), a sobrevivéncia das plantas que conseguem
germinar sob alagamento, depende ainda da altura e durag&o da ldmina d'dgua. As
espécies que conseguem germinar, tém que ser capazes de extender suas folhas até
a fase gasosa, antes que suas reservas esgotem, para permitir de alguma forma a
oxigenag&o das demais partes da planta. Neste caso, torna-se limitante a profundidade
do alagamento das sementes. Quando as sementes ndo germinam, mas mantém sua
viabilidade, o limitante ser4 a duragéo do alagamento.

Tem sido estabelecido que o valor da razo ATP/ADP ou da carga
energética do adenilato, est4 relacionada & atividade do metabolismo enerQético sob
hipoxia ou anoxia (Pradet @ Raymundo, 1983). Geralmente, sementes que mantém
bons niveis de carga energética do adenilato sob condigdes andxicas, s&o tolerantes.
Parece haver uma estreita relagdo entre essa caracteristica, a taxa de sintese de
~ proteinas, o metabolismo do RNAm (Mocquot et al., 1981 e Aspart et al., 1983), e a
composicéo das reservas dessas sementes. Raymond et al. (1985), relacionam essas
caracteristicas, demonstrando que sementes que possuem reservas amildceas ‘'sdo
mais eficientes que sementes ricas em lipideos, na manutengdo de uma carga
energética do adenilato acima de 0,5, suficiente para manter a viabilidade das

sementes.

2.2. Influéncia da anaerobiose sobre o desenvoivimento das plantas

Apesar do avango no conhecimento sobre o metabolismo anaerdbico do

carbono, a base bioquimica da tolerancia ao estresse gasoso ainda néo foi elucidada.



Sabe-se entretanto que as plantas, quando submetidas & ambientes de baixa
disponibilidade de oxigénio, alteram a expresséio dos genes, levando a um padréo
protéico diferente (Okimoto et al., 1980). Sachs et al. (1980), cultivando milho em
condigdes de estresse gasoso, detectaram, através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, a sintese de vinte polipeptideos, os quais foram denominados de
*polipeptideos anaerdbicos®. Alguns desses peptideos, tem sido identificados como
Alcool Desidrogenase (Sachs e Freeling, 1978; Ferl et al., 1980 e Lazlo e Lawrence,
1983), Piruvato Descarboxilase (Lazlo e Lawrence, 1983 e Wignarajah e Greenway,
1976), Glicose Fosfato Isomerase (Kelley e Freeling, 1984a), Aldolasé (Kelly e
Freeling, 1984b) e Lactato Desidrogenase (Hoffman et al., 1986). |

Destaca-se a importincia das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato
Desidrogenase no aumento da tolerdncia de plantas & hipoxia e/ou anoxia. Em milho, a
hipoxia estimula a via fermentativa etanélica em raizes, aumentando sua tolerancia a
anaerobiose (Hole et al., 1992). O mesmo efeito foi provocado pela aplicagéo de 4cido
abscisico (ABA) em raizes de ‘milho, pqis estimulou a sintese da enzima Alcool
Désidrogenase. antes do tratamento anaerdbico (Hwang e Vantoai, 1991). Da mesma
forma, o pré-tratamento de plantas intactas de milho (Johson et al., 1989), e trigo
(Waters et al., 1991), a baixas concentragdes de O, pode aumentar a sua tolerdncia a
anoxia. Tais resultados tém sido atribuidos pelos autores, a aumentos nas atividades
das enzimas Piruvato Descarboxilase e Alcool Desidrogenase na regido meristemética
das raizes. '

Cobb e Kennedy (1987), demonstraram que pléntulas de arroz e

Echinochloa crus-galii sobrevivem por mais tempo, sob anoxia, que plantulas de ervilha



7

e milho, vinculando essa maior ioleréncia ao fato de que nessas pléntutas, a atividade
da enzima Alcool Desidrogenase foi maior na parte aérea que nas raizes. Esses
resultados levaram os autores a sugerirem que em espécies tolerantes a anaerobiose,
a atividade da enzima Alcool Desidrogenase na parte aérea, resulta de adaptagbes
metabdlicas a essa condigéo.

"Embora a atividade da enzima Alcool Desidrogenase ndo seja
aparentemente requerida para o crescimento do milho em condigdes aeradas, Lemke-
Keyes e Sachs (1989) demonstraram, utilizando mutantes sem o gene para a ADH]1,
que a atividade dessa enzima é essencial para extender a sobrevivén'cia dessa
espécie, durante o alagamento. Resultados semelhantes foram observados em cevada
(Harberd e Edwards, 1982).

Depois de um periodo inicial de vinte e quatro horas do inicio da
anaerobiose, durante o qual as proteinas anaerébicas, conhecidas também como
proteinas de choque anaerébico (ASps), sdo sintetizadas, retoma a sintese de
proteinas aerébicas (Kennedy et al., 1992). Embora os polissomos se dissociem em
algumas espécies de plantas (Bailey-Serres e Freeling, 1980) durante a hipoxia, em
outras espécies como Echinochioa phyllopogon (Kennedy, Rumpho e Fox, 1992) e
arroz (Mocquot et al., 1981), o mesmo ndo ocorre nem mesmo sob condigdes
anoxicas.

Embora a fermentagéo etandlica possa gerar algum ATP, em pléntulas
de arroz sob anoxia, parace provavel que este é suplemehtado pela operagéo do ciclo
dos 4cidos tricarboxilicos (Rumpho e Kennedy, 1983b). A fosforilago ao nivel do

substrato, no ciclo dos &cidos tricarboxilicos pode prover ATP suficiente péra os



&
requerimentos de crescimento, enquanto que a reoxidac&o do NADH + H' a NAD' pode
ocorrer através de um citocromo que utiliza um aceptor terminal de elétrons distinto do
O, (Fox, Bozarth e Kennedy, 1988). Outra possivel via de reoxidacdo dd NADH + H' 6
a redugéo do nitrato a nitrito pela enzima redutase do nitrato. Garcia-Novo e Crawford
(1973) enfatizam a importancia desta via na tolerdncia de espécies vegetais ao
alagamento. Em agai, Pelacani (1993) obsen)ou uma tendéncia de maior atividade
dessa. enzima em raizes sob alagamento que em raizes sob condicdo normal de
aeragao.

Recentes trabalhos tém dado maior énfase a Lactato Desidrogénase em
relacéo a toleréncia, tanto & baixa disponibilidade de oxigénio como a anoxia. Algumas
espécies do género Limonium, tenderam a produzir relagdes lactato: etanol maiores
que um. Desse lactato produzido, grande parte foi encontrada no meio de cultivo,
sugerindo um mecanismo muito eficiente de eliminagdo desse lactato para o meio
externo (Rivoal e Hanson, 1993). O trabalho de Xia e.Saglio (1992) confirma o
envolvimento de proteinas nessa excregéq. que pode funcionar como um mecanismo
de desintoxicagdo, induzido possivelmente durante a fase de aclimatagdo hip6xica,
impedindo assim que o pH citoplasmético atinja um nivel letal.

Roberts et al. (1984), relacionaram 'a importancia do estadq energético da
célula com a manuteng&o do gradiente de prétons (H) entre o citoplasma (pH~7,4) e 0
vacuolo (pH~5,8), através da agdo de ATPases do tonoplasto, translocadoras de
prétons, as quais, presumivelmente, tem sua atividade diminuida com a queda no

estado de energia celular, permitindo a liberagdo passiva de prétons (H') até o
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citoplasma. Segundo os autores, a destruigdo do gradiente de prétons é um dos

fatores responsdveis pelo colapso celular.
2.3. Influéncla do alagamento na formagéo de aerénquimas em plantas

Algumas espécies vegetais sdo capazes de resistir periodos de
alagamento do solo, apresentando algum crescimento até mesmo quando
- parciaimente submersas sem mostrar nenhum sinal de estresse. Nessa espécies de
plantas as raizes desenvolvem canais interconectados longitudinalmente qhe formam
uma via de baixa resisténcia para difuséo de oxigénio e outros gases. Esses canais
s&o conhecidos por aerénquimas.

Um aerénquima bem desenvolvido, que é uma caracteristica de especies
aquaticas e de regides alagadas, facilita a difusdo de oxigénio da parte aérea até as |
raizes (Armstrong, 1979). Em espécies comumente encontradas em regides alagadas,
como o arroz, os aerénquimas desenvplvem-se independentemente do estimulo
ambiental (Jackson et al., 1985). Entretanto, em espécies como o milho, cevada, trigo
e outras plantas tipicas de terra firme, a formagdo de aerénquimas nas raizes é
induzida pela deficiéncia de oxigénio (Taiz e Zeiger, 1991). ;-?;f;'f:'

Em estudo recente, Jackson (1990) demonstrou que, apés o estresse por
alagamento, hd grandes possibilidades de que horménios de plantas estejam
envolvidos no processo de formagdo dos aerénquimas em plantas. H4 uma estreita
correlagdo entre o desenvolvimento do aerénquima e a capacidade de plantas de

habitarem locais sujeitos ao alagamento (Kawase, 1981; Justin @ Armstrong, 1987).
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Alguns trabalhos demonstram clara e inequivocamente a importéncia da
baixa disponibilidade de oxigénio (hipoxia) e nﬁo sua auséncia (anoxna) na formacéo
de aerénquimas em raizes de plantas como o mnlho eo trigo (Drew, Jackson e Giffard "
1979 Jackson et al., 1985 e Thompson et al., 1990), haja visto que a sintese do
etileno, horménio relacionado & formagéo de aerénquimas em plantas, tem uma fase
estimulada pela auséncia ou baixa disponibilidade de oxigénio e outra fase em que o

oxigénio é indispensavel.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descrigdo e importéncia econémica da espécle estudada

Euterpe oleracea Mart., comumente conhecida por agai, é uma paimeira
de porte médio e de ocorréncia generalizada em toda a regido amazonica,
notadamente em regides pantanosas. Da parte apical de seu caule extrai-se o paimito
e seus frutos sdo muito apreciados, pois deles preparam-se o famoso “vinho de agai" e

outros derivados.

3.2. Anaerobiose de sementes:

Sementes de agai, apés serem lavadas com dgua destilada por duas
vezes, foram submetidas aos tratamentos anéxico e aerado por 1, 2, 3,4, 10, 15 e 20
dias, em condigées de escuro a uma temperatura de 30 + 1°C.

A anoxia foi simulada colocando-se, para cada tempo de aplicagdo dos
tratamentos, dez sementes submersas em dgua destilada contida em frascos de vidro
com 650 mL. Em seguida, aplicou-se vécuo por duas vezes, durante 5 minutos, apds o

que adaptou-se na abertura dos frascos de vidro, tampa de borracha com dois
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orificios, que permitiram o borbulhamento de nitrogénio através de um tubo pldstico
inserido em um dos orificios, por dois minutos, a uma vazéo de 50 L.min". No final da
operacéo os frascos foram lacrados com "parafilm®.

A aeracgéo constou do procedimento de envolver as sementes em papel
para germinagéo, umidecido com agua destilada, colocando-o em um frqsco de vidro

!

na posigéo vertical, no qual manteve-se, em sua base, um nivel constante de 2 cm de
dgua destilada.

Decorridos os diferentes tempos de aplicagdao dos tratamentos, as
sementes foram transferidas para caixas contendo vermiculita, em ambiente com

fotoperiodo de 12 horas, intensidade de radiagdo fotossinteticamente ativa de

200 uE.cm?.s" e uma temperatura de 28 + 2°C. Aos 23, 26, 29, 32, 35 e 38 dias apds o

inicio da aplicagdo dos tratamentos, foram realizadas avaliages da porcentagem de
germinagdo. O delineamento experimental utilizado em todos os ensaios foi o
inteiramente casualizado, com trés repeti¢gdes por tratamento.

Um segundo ensaio foi instalado do mesmo modo e nas mesmas
condigbes do ensaio anterior, exceto os tempos de aplicagdo dos tratamentos que
foram de 0, 1, 2, 5, 10, 15 e 20 dias e 0 niumero de sementes por frasco que foi de
seis. Ao final de cada periodo, determinou-se o desenvolvimento dos embriGes,
medindo-se seu comprimento e, apés secagem em estufa a 60°C por 48 horas, até
peso constante, o peso da matéria seca, além da atividade das enzimas Alcool

Desidrogenase e Lactato Desidrogenase.
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3.3. Anaeroblose de pldntulas

Plantulas de agai com idade de vinte dias apds a sua emergéncia, foram
lavadas por dez minutos com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,1%, sendo em
seguida submetidas aos tratamentos aerado e anéxico, durante 0, 2, 4, 8 e 16 dias.

O tratamento aerado constou do cultivo das plantulas em frascos de vidro
contendo vermiculita, em um sistema aberto, a fim de permitir as trocas gasosas.

A anoxia foi simulada colocando-se para cada tempo de aplicagdao dos
tratamentos, plantulas totalmente submersas em agua destilada em frascos de vidro
de 650 mL. Em seguida, aplicou-se vacuo por duas vezes, durante 5 minutos, apds o
que adaptou-se na abertura dos frascos de vidro uma tampa de borracha contendo
dois orificios, os quais permitiram o borbulhamento de nitrogénio através de um tudo
plastico inserido em um dos orificios por dois minutos, a uma vazédo de 50 L.min". No
final da operagdo, os frascos foram lacrados com “parafilm®.

Os frascos foram colocados em camara de crescimento sob temperatura
de 30 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas e uma intensidade de radiagdo
fotossinteticamente ativa de 200 pE.cm? s'. O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, com trés repeticbes e oito plantulas. por unidade

experimental.
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3.4. Extragdo e ensalo das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato

Desidrogenase em sementes e pldntulas de acal

A extragdo das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase
de sementes foi realizada quebrando-se as sementes em uma morsa, congelando-as
@m nitrogénio liquido e homogeneizando-as em um homogeneizador tipo Polytron &
gproximadamente 4°C, utilizando-se uma semente para cada 5 ml de meio de extrag&o
gontendo a seguinte composigdo em mol.m*®: Tampé&o Tris-HCI (pH 6,8), 50; Na*, 110;
EDTA, 1; Tiamina Pirofosfato (TPP), 0,5; Mg®?, 2,5 e Ditiotreitol (DTT) 2. Apds a
hkomogeneizagdo, procedeu-se a centrifugagdo a 20.000 g por dez minutos, a uma
temperatura de 0-4°C. Aliquotas de 100 i do sobrenadante foram adicionadas em
meio de reagdo especifico para a enzima Alcool Desidrogenase, com 3 mL de volume
final, contendo a seguinte composicdo em mol.m®: Tampdo Tris-HCI (pH 8,9), 50;
Ditiotreitol (DTT), 2; NAD*, 0,25 e 100 pL de Etanol 96% e para a enzima Lactato
Desidrogenase, composto de Tampao Tris HCI (pH 9,9), 50; Glicina, 100; Sulfato de
Hidrazina, 5,0 e Lactato de Sddio, 60.

As atividades das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato
Desidrogenase foram determinadas quantificando-se o NADH + H* formado no sentido
da seguinte reagdo:

NAD* NADH + H*

ETANOL \-/ > ACETALDEIDO

»
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Em cada meio, apés 3 minutos de reagdo a 25°C, mediante leitura da
absorbéncia em um espectrofotémetro a 340 nm, utilizando-se como padréo, solugbes
aquosas de NADH + H’ variando na faixa de 5x10° a 75x10% ymoles.

A atividade das enzimas Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase
foram expressas em pmoles de NADH +H* x min" x g'MS. Para expressar as
atividades de ambas as enzimas em termos de matéria seca, retirou-se amostras tanto
de sementes quanto de rafzes e cauliculos, determinando-se a relagdo média entre o
peso da matéria fresca e o peso da matéria seca.

Os procedimentos de extragdo e quantificagdo da atividade das enzimas
Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase de plantulas foram idénticos aos
relatados para sementes, exceto a quantidade de material vegetal fresco utilizado, que
foi de 200 mg de raiz primaria e cauliculo retirados a partir do apice de cada duas
plantulas por frasco, macerados em almofariz com 2 mL do mesmo meio de extragdo
utiizado para sementes. As seis plantulas restantes de cada repeticdo, foram
transferidas para caixa pldstica com vermiculita irrigadas diariamente com 4gua
destilada, sob as mesmas condigdes de fotoperiodo, radiagéo fotossinteticamente ativa
@ temperatura anteriormente citadas. Duas semanas ap6s a transferéncia para a

vermiculita, avaliou-se a sobrevivéncia das plantulas.

3.5. Formagéao de aerénquimas

Plantulas no mesmo estddio de desenvolvimento do ensaio anterior

foram submetidas a tratamentos que induziram diferentes niveis de disponibilidade de



16

oxigénio no meio de cultivo. Os tratamentos foram: a) Plantas cultivadas em hidroponia
sob aeragdo constante; b) aeragdo intermitente (2 horas.dia’) e c) sem aeragdo.
Utilizou-se apenas dgua destilada para simular os diferentes niveis de disponibilidade
de oxigénio, pois as plantulas ainda nutriam-se de suas sementes, nao sendo
necessario utilizar solugéo nutritiva.

Apoés 24, 48, 72 e 96 horas de indugéo dos tratamentos, foram realizados
cortes anatémicos das raizes. Os cortes foram feitos manualmente, distando 1 cm do
apice da raiz priméria das pléntulas, utilizando-se lamina de barbear. Posteriormente,
preparou-se ldminas semipermanentes adicionando-se uma gota de dgua glicerinada
ao corte, colocado entre a ldmina e laminula, procedendo-se em seguida as

observagbes da presenga ou ndo de aerénquimas através de um microscépio 6ptico.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Efeito da anoxia sobre a germinagdo de sementes de agal

Sementes de agai ndo foram capazes de germinar durante o periodo de
anoxia, uma vez que o crescimento do embrido, representado pelo comprimento e
peso da matéria seca, ndao variou durante o periodo de aplicagdo dos tratamentos
(Figura 1), contrastando com o crescimento dos embrides a partir do décimo quinto dia
de aeragdo (Figura 2). No vigésimo dia de tratamento, essas duas caracteristicas
aumentaram, sob aeragdo, em mais de quatro vezes os seus valores iniciais. A
auséncia de crescimento dos embrioes sab anoxia sugere, naquelas sementes, uma
paralizagdo da cadeia de transporte de elétrons e do ciclo do 4cido tricarboxilico.

Em tecidos aclorofilados e com poucas reservas como é o caso das
sementes de agai, a paralizagdo do metabolismo aerébico pode levar a- um déficite de
energia e de metabdlitos intermedidrios, fundamentais para a sintese de compostos
essenciais a retomada de cresciimento do embrido. Esta hipétese pode ser
comprovada com a retomada do processo germinativo, ainda que com certo atraso,
apés o retorno as condigbes de aeragdo (Figura 3). Esse atraso, de maneira geral,

acentuou-se com o periodo de tratamento anéxico, tornando-se mais evidente, a partir
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FIGURA 1. Evolugdo do comprimento (--) e do pesé da matéria seca (—) dos
embrides de sementes de agai submetidas a anoxia (0J) e aeragdo (O)em
fungédo do tempo de aplicagéo dos tratamentos. Média de trés repetigoes.
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FIGURA 2. Crescimento dos embrides de sementes de agai (E. oleracea Mart.)
submetidas a diferentes tempos de aeragéo e anoxia.
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FIGURA 3. Porcentagem das sementes de agai (E. oleracea Mart.) germinadas nas

diferentes épocas de avaliagdo. As épocas de avaliagdo referem-se ao
nimero de dias apds a aplicagdo dos tratamentos aerado (A) e andxico
(B). Média de trés repetigées.
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do décimo quinto dia. O atraso na germinagéo, apds a retomada das condigGes de
aeragdo do meio (Figura 3) representa, possivelments, o tempo necessdrio &
expresséo das enzimas que fazem parte do metabolismo aerdbico naquelas sementes.
Okimoto et al. (1980) demonstraram uma intensa reducdo na sintese de proteinas
totais em diferentes compartimentos das sementes de milho submetidas & anoxia,
quando comparadas com aquelas que estavam germinando em ambiente aerado.
Segundo Sachs, Freeling e Okimoto (1980), a represséo da sintese dos "polipeptideos
aerdbicos" deve ocorrer ao nivel de tradugéo e posteriormente ao nivel de transcrigéo.

Concomitantemente ao desaqarecimemo de muitas proteinas, destaca-se
0 aparecimento de outras, que s6 se expressam sob condigdes de anoxia (Okimoto et
al., 1980). A sintese desses "polipeptideos anaerobicos®, segundo Schwartz (1969);
Sachs, Freeling e Okimoto (1980); Sachs e Ho (1986) garante a sobrevivéncia dos
tecidos sob esse tipo de estresse.

Observa-se entretanto, que no trigésimo oitavo dia apos o inicio da
aplicagdo dos tratamentos, a porcentagem de germinagéo das sementes submetidas
previamente & anoxia em relagdo as aeradas, praticamente nédo variou (Figura 4).
Esses resultados demonstram que as sementes de agai suportam a condi¢do de
anoxia, por um periodo de pelo menos vinte dias, sem afetar, irreversivelmente, sua
respiragao.

A literatura registra somente seis espécies capazes de germinar e crescer sob
condigbes de total anoxia. E o caso de quatro espécies do género Echinochloa
(Kennedy et al., 1980; Rumpho e Kennedy, 1983a,b e Rumpho et al., 1984); arroz

(Oryza sativa) (Avadhani et al., 1978 e Alpi e Beevers, 1983) e o legume africano

Ve
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FIGURA 4. Relagdo entre a porcentagem de germinagdo ce sementes de acai
(E. oleracea Mart.), submetidas a anoxia (AN) e aeragdo (AE) em fungéo
do tempo de aplicagdo dos tratamentos. Apds a aplicagdo dos tratamentos
as sementes foram transferidas para caixas contendo vermiculita.
Transcorridos 38 dias de permanéncia nesse substrato, avaliou-se a
porcentagem de germinacgao. Média de trés repetigoes.
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Erythrina caffra (Small, Potgieter e Botha, 1888). Como possiveis justificativas a essa
extraordindria adaptagdo a anoxia, destacam-se a estabilidade das mitocdndrias
(Vartapetian, Andreeva e Kozlova, 1976), o funcionamento da via oxidativa da pentose
fosfato, como importante via de produgéo de compostos intermedidrios do ciclo dos
écidos tricarboxilicos (Rumpho e Kennedy, 1983a), presenga de todas as enzimas do
ciclo dos dcidos tricarbdxilicos, embora com menor atividade (Fox e Kennedy, 1991),
intensa biossintese de lipideos (Vartapetian, Mazliak e Lance, 1978) e o nitrato como
aceptor terminal de elétrons (Garcia-Novo e Crawford, 1973).

No caso do agal, suas sementes parecem possuir um mecanismo
diferente de toleréncia dos citados anteriormente. Mantem-se vidveis, até que a
- condigéio ambiental proporcione um bom suprimento de oxigénio, para que o embrido
possa retomar o seu crescimento a custa de metabdlitos intermedidrios do
metabolismo aerdbico.

A estratégia de tolerdncia a hipoxia ou anoxia é um dos fatores mais
importantes na distribuicdo das espécies vegetais em um ecossistema sujeito ao
alagamento.

A germinagdo de sementes, quando alagadas, s6 é vantajosa caso a
coluna d'agua seja suficientemente pequena para permitir o rapido crescimento da
parte aerea até a superficie e assim melhorar as condi¢gdes de oxigenagao do sistema
radicular. Por outro lado, o alagamento prolongado pode tornar-se letal as sementes e
plantas, uma vez que poucas espécies podem resistir a uma prolongada submergéncia
das sementes e principaimente folhas. Considerando-se as sementes de agai, sugere-

se, baseando-se nos resuitados de germinagao obtidos, que a duragdo do alagamento,
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® um t@or hmitante a sua sobrevivéncia e distribuicdo em habitats sujeitos ao

alagamento.

4.2, Efeito da anoxia sobre a atividade das enzimas Alcool Desidrogenase e

Lactato Desidrogenase em sementes de agal

As curvas de atividade da enzima Alcool Desidrogenase apresentam uma
tendéncia de crescimento, com o tempo de imposigéo dos tratamentos, ndo diferindo
entre si, durante todo o periodo experimental, em relagéo aos tratamentos aerado e
anéxico (Figura 5). Resposta semelhante foi obtida por Small, Potgieter e Botha (1989)
com Erythrina caffra.

E interessante destacar a presenca de atividade da enzima durante o
tempo zero de ensaio, sugerindo com isso, a existéncia de uma enzima do tipo
constitutiva @ semelhanga do que foi caracterizado no trabalho de Newman e Vantoai
(1992). Por outro lado, o aumento da atividade com o tempo de aplicagéo ‘dos
tratamentos, indica também a existéncia de enzimas do tipo induzida pela anoxia.
Neste aspecto, Okimoto et al. (1980) mostraram que aumentos na sintese de Alcool
Desidrogenase é uma resposta especifica em sementes de milho expostas a
condigbes anaerdbicas. De maneira semelhante, Kadowaki et al. (1988), estudando a
indugdo da enzima Alcool Desidrogenase em raizes de arroz pela anaerobiose,
constataram que o aumento da atividade era provocado pela “sintese de novo" e ndo

através da ativagdo de enzimas inativas pré-existentes.
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FIGURA 5. Atividade da enzima Alcool Desidrogenase (ADH) em serrientes de acai
(E. oleracea Mart.), submetidas a diferentes tempos de anoxia (O) e
aeracao (O). Média de trés repeticdes.
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Aumentos na sintese da enzima Alcool Desidrogenase em resposta a
anoxia, tem sido caracterizados de maneira geral, como uma defesa da planta a esse
tipo de estresse (Lemke-Keyes e Sachs, 1989 e Harberd e Edwards, 1982), haja visto
sua contribuicdo na reciclagem do NAD' e consequente produgéo de energia via
glicélise.

Outro fato importante a ser destacado é a tendéncia de superioridade na
atividade da Alcool Desidrogenase nas sementes aeradas, observada a partir do
décimo quinto dia (Figura 5). Essa tendéncia de aumento, possivelmente, deve-se a
contribuicdo do embriio dessas sementes que, a partir desse perfodo, passou a
desenvolver-se ativamente (Figuras 1 e 2) e com isto, sintetizando novas moléculas de
enzima. Essas enzimas poderiam ser do tipo constitutivas, uma vez que parece ser
caracteristica das sementes de agai. Alternativamente, poderiam ser também do tipo
induzida j4 que, de um modo geral, as sementes experimentam um certo periodo de
hipoxia e/ou anoxia natural, durante a fase de embebigéo da germinagao.

A enzima Lactato Desidrogenase apresentou um comportamento similar
ao da Alcool Desidrogenase, tanto para as sementes aeradas quanto andxicas
(Figura 6). |

Os dados relativos a essas duas enzimas em sementes de agai, estédo de
acordo com a afirmagdo de Hanson e Jacobsen (1984) sobre a capacidade de
expressao constitutiva e indutivas dessas enzimas em camada de aleurona de cevada.
Esses autores destacam a importdncia da Lactato Desidrogenase constitutiva na

tolerdncia das plantas & deficiéncia de oxigénio no meio,pois essa enzima também é
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FIGURA 6. Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) em sementes de agai
(E. oleracea Mart.), submetidas a diferentes tempos de anoxia (O) e
aeragao (O). Média de trés repeti¢cdes.
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importante na reciclagem do NAD' e consequente produgéo de energia pela operagédo
continua da glicélise.

Para o agal a importancia da Lactato Desidrogenase na sobrevivéncia de
suas sementes parece ser evidente, haja visto que sua atividade sempre foi superior a
da Alcool Desidrogenase, ndo importando o tratamento. Crawford (1977), destaca a
importincia do metabolismo anaerdbico, ndo muito ativo, na manutengdo da
viabilidade das sementes sob anoxia, relacionando a perda de viabilidade com a
intensificagdo do metabolismo anaerébico com a consequente produgéo de etanol em
niveis suficientemente elevados para causar danos irreversiveis aos tecidos das
sementes. Jackson, Herman e Goodenough (1982) divergindo dessas observagées,
constataram que até mesmo concentragées de etanol dez vezes maiores que as
reconhecidas como letais, néo causaram nenhum tipo de dano aos tecidos de
sementes de ervilha sob aeragao. Isto nao significa que 0 mesmo nao cause danos,
mas relaciona-o ao estado de anaerobiose e as consequéncias metabdlicas desse
estado.

Os resultados obtidos no presente trabalho, demostram que tanto as
sementes aeradas quanto as andéxicas, apresentam o metabolismo, embora ndo muito
ativo, direcionado principaimente a via latica (Figura 6) e num segundo plano, a via
etandlica que aparentemente, foram indispensdveis & manutengéo da viabilidade das
sementes em anoxia.

Em relagdo ao lactato, Xia e Saglio (1992) sugerem que a manutengéo

da integridade de raizes de milho sob anoxia, ndo depende da taxa de sintese de
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lactato, mas sim da presenca de proteinas de membrana que s@o capazes de excretar

este metabdlito para o meio, impedindo a queda danosa do pH citoplasmatico.

4.3. Efeito da anoxia sobre o desenvolvimento e atlvidade das enzimas Alcool

Desidrogenase e Lactato Desidrogenase em pléntulas de acal

A atividade das enzimas Alcool Desidrogenase (Figura7) e Lactato
Desidrogenase (Figura 8), nas raizes de pléntulas de agal, praticamente néo variou em
relécéo aos tratamentos aerado e anéxico, durante os dezesseis dias de tratamento.

A presenga de atividade da Alcool Desidrogenase e Lactato
Desidrogenase em rafzes no tempo zero, indica, a exemplo das sementes (Figuras 5 e
6), serem estas enzimas constitutivas.

A partir do oitavo dia de aplicagéo dos tratamentos, houve uma tendéncia
de maior atividade dessas enzimas nos cauliculos de plantulas submetidas a aeragéao,
quando comparadas com aquelas sob anoxia (Figuras 7 e 8). E possivel que ésta
tendéncia seja decorrente da expressdo diferencial de enzimas de Alcool
Desidrogenase e Lactato Desidrogenase, induzida pelos tratamentos.

Em relagdo aos tecidos, notou-se que tanto a atividade da Alcool
Desidrogenase como da Lactato Desidrogenase foram maiores no cauliculo, um pouco
menores nas raizes (Figuras 7 e 8) e bem inferiores nas sementes (Figuras 5 e 6).
Essas diferencas quantitativas entre os drgaos, também foram encontradas em
plantulas de arroz e Echinochloa (Coob e Kennedy, 1987) e milho (Okimoto et al.,

1980). Para Okimoto et al. (1980), estas variagdes sdo produtos da expressdo génica
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FIGURA 7. Atividade da Alcool Desidrogenase (ADH), na raiz (vazio) e cauliculo
(cheio) de acgai (E. oleracea Mart.), sob aeragdo (circulo) e anoxia
(quadrado).
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FIGURA 8. Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH), na raiz (vazio) e
cauliculo (cheio) de agai (E. oleracea Mart.), sob aeragdo (circulo) e anoxia
(quadrado).



32

.em ‘cada 6érgéo e devem significar diferentes estratégias de tolerancia ao déficit de
| bxigénio ho meio. 'Mujer et él. (1993), relacionaram a toleréncia ou néo a anaerobiose
. entre diferentes. espécies do género Echinochloa. & sintese de diferentes classes de
vproteinas, as quais possivelmente, sdo responsdveis pela manutencéo de niveis
satisfatérios de carga energética. Contudo, parece perfeitamente possivel, que
variagbes nas expressbes dessas classes de proteinas, possam gerar respostas
distintas & anaerobiose.

E importante destacar que a atividade da Lactato Desidrogenase em
plantulas foi sempre maior que a da Alcool Desidrogenase, em todo o perfodo
experimental, independentemente do tecido analisado. Esta caracteristica de desviar,
preferenciaimente, 0 metabolismo anaerdbico no sentido da sintese de lactato, parece
ser uma constante em todos os 6rgaos analisados, inclusive nas sementes.

A teoria de McManmon e Crawford (1971), na qual plantas tolerantes a
anoxia, desviam seu metabolismo anaerdbico do carbono para produtos finais como,
maiato, lactato e outros &cidos organicos e apresentam uma baixa atividade da Alcool
Desidrogenase e consequente produgdo de etanol em niveis ndo téxicos, teve sua
generalizacao rejeitada (Smith e Ap Rees, 1979; Rumpho e Kennedy, 1981 e Jackson
et al., 1982).

A idéia de uma teoria unificada de tolerancia & anoxia, ndo tem sustengédo
';19§{i°§¢ pois. pgrec’:evie,xis.tir mecanismos distintos de tolerancia, dependendo da espécie
e até m_‘esmol do ieéido. Entretanto, estudos da variagdo da carga energética do
:i{vj'adevnilato, imposta pela anoxia em tecidos vegetais, confirmam esta varidvel como

,ﬁnica generalizagdo possivel de ser feita (Rasi-Caldogno e Michelis, 1978; Séglio et
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al., 1980; Mocquot et al., 1981; Pradet e Raymond, 1983; Rumpho et al., 1984; Al-Ani
et al., 1985 e Raymond et al., 1985). Neste caso, plantas que mantém cargas
energéticas satisfatdrias, quando sob anoxia, preservam sua integridade celular, desde
que contenham reservas disponiveis. Para o agai, inexistem esses estudos.

Os resultados de atividade da Alcool Desidrogenase e Lactato
Desidrogenase, em pléantulas de agai, retratam um metabolismo anaerébico muito
ativo, caracterizando uma estratégia de tolerdncia diferente daquela das sementes.
Mostraram também, a constitutividade de ambas as enzimas, além de confirmar o
envolvimento dessas enzimas na tolerdncia destas plantulas & anoxia, que ndo se
desenvolveram nesta condigéo (Figura 9), mas que retomaram seu crescimento, pés-
anaerobiose, em 100% das plantulas submetidas aos diferentes tempos de anoxia.

O fato de E. oleracea ocorrer comumente em dreas sujeitas ao
alagamento periédico, induz a especular-se sobre a existéncia de um mecanismo de
antecipagdo ao estresse anaerdbico, evitando os danos provocados durante a fase de
ajustamento metabdlico, que talvez sejam prevenidos pela presenga de enzimas
constitutivas de Alcool Desidrogenase e Lactato Desidrogenase em todos os tecidos
da referida espécie.

Neste contexto, pode-se afirmar que a tolerdncia & anoxia relaciona-se,
indubitavelmente, com um ajustamento metabdlico entre as reag0es que consomem e
produ_zem ATP, mantendo uma carga energética do adenilato suficiente para preservar

a integridade celular, e que o metabolismo anaerébico desempenha um papel

importantissimo nesse ajustamento.
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FIGURA 9. Plantulas de agai (E. oleracea Mart.), ap6s 16 dias sob tratamento anéxico
e aerado.
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4.4. Efeito da disponibilidade de oxigénio sobre a formagéo de aerénquimeas em

raizes de plintulas de acal

Apbés a aplicagdo dos diferentes tratamentos de disponibilidade de
oxigénio no meio de cultivo, observou-se a formagéo de aerénquimas nas rafzes de
plantulas independentemente do tratamento aplicado (Figura 10). As raizes de
pléntulas de agal demonstraram portanto, ter um comportamento semelhante as raizes
de arroz, em relagéo a formagéo de aerénquimas, nédo necessitando do estimulo do
estresse por alagamento para forma-los.

Jackson, Fenning e Jenkins (1985), demonstraram que em raizes de
arroz a formagdo de aerénquimas foi independente da presséo parcialv de oxigénio
aplicada nas mesma, além de concluir que nessa espécie o etileno parece néo ter
muita influéncia na formagéo do aerénquima. Provavelmente, as raizes de agal séo
geneticamente “programadas” para desenvolverem aerénquima em seus cortexes.

Mais uma vez fica caracterizado um processo de antecipagdo do acal’ ao

estresse por alagamento, agora representado por uma adaptagéo anatdomica.
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FIGURA 10. Corte transversal de dpice de raiz primdria de plantulas de agcai
(E. oleracea Mart.) cultivadas em hidroponia sob A) aeragédo intermitente
(2 horas.dia”), B) sem aeragéo e C) aeracdo constante.



5. CONCLUSOES

Nas condigdes do presente trabalho e com base nos resultadqs obtidos,

pode-se concluir que:

- Sementes de agai ndo germinam sob anaerobiose, porém permanecem vidveis,

durante vinte dias, germinando posteriormente;

- Plantulas de agai néo crescem sob anaerobiose, porem toleram essa condigédo por

dezesseis dias, retomando seu crescimento apds a anaerobiose.

- A formagdo de aerénquimas em raizes de plantulas de agai ocorre mesmo em

condicéo normal de aeragdo, independentemente de indug&o por alagamento.
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