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RESUMO

CUNHA, Roberto Lisboa. Fotossintese, assimilagio do nitrogénio e
metabolismo anaerébico em plantas de ingd (Inga vera Willd.) durante
periodos de submersdio total e pés-submersdo: UFLA, 2003. 63p.
(Dissertagio - Mestrado em Agronomia /Fisiologia Vegetal)

Objetivou-se, neste trabalho, estudar o comportamento das plantas de
ingé (Inga vera Willd.) durante periodos de submerséo total e pds-submersdo.
Plantas com 3 a 4 meses de idade foram previamente selecionadas conforme um
padriio de tamanho e cultivadas em vaso plastico de 3,0 L contendo areia lavada
como suporte para o crescimento e mantidas com solugéio nutritiva.
Posteriormente, os vasos com as plantas foram transferidos para o interior de um
tanque de concreto, no qual permaneceram sob condi¢do de completa
submersdo. Aos 0, 3, 7, 15, 50, 75, 80, 85 ¢ 90 dias ap6s indugdio dos
tratamentos (DAIT) foram avaliados a taxa fotossintética potencial ¢ os teores de
clorofilas. Aos 0, 3, 7, 15, 75, e 85 DAIT, foram avaliados os teores de
carboidratos, aminoacidos, proteinas, assimilagdo do nitrogénio e as atividades
das enzimas desidrogenase alcodlica e litica. A concentragéio de O; na soluc;ﬁo
nutritiva dentro dos vasos submersos apds L DAIT foi de 1,4 mg de O;L" e, no
segundo dia, 0 mg de O, L™, ocasionando uma completa anoxia. Verificou-se
uma reducéo no crescimento, na fotossintese, nos teores de clorofilas e na
assimilagio do nitrogénio. Os teores de aglicares soliveis totais cairam apenas
nas folhas. Entretanto, observou-se aumento na atividade das enzimas
desidrogenase alcoblica e litica em raizes ¢ folhas das plantas totalmente
submersas. Apds 75 DAIT, as plantas foram retiradas da condigéio de submerséo
¢ avaliaram-se periodicamente trocas gasosas, fotossintese potencial e teores de
clorofilas. Os valores de fotossintese potencial, fotossintese liquida e teores de
clorofilas se equipararam aos das plantas nio submersas apés 10 dias do inicio
do periodo pés-submerséo.

‘Comité de Orientagdio: Prof. Dr. Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA
(Orientador), Prof. Dr. Nelson Deld Filho — UNINCOR e Claudio José
Reis de Carvalho - EMBRAPA/Amaz6nia Oriental (Belém, PA).



ABSTRACT

CUNHA, Roberto Lisboa. Photosynthesis, nitrogen assimilation and
anaerobic metabolism in Inga plants (Inga vera Willd.) during and after
complete submergence: UFLA, 2003. 63p. (Dissertation — Master in
Agronomy - Plant Physiology)’

The aim of this work was to study the behavior of inga plants (Inga vera
Willd.) during and after submergence periods. Plants ageing 3 to 4 months were
previously chosen following a height pattern, grown in 3.0 L plastic pots
containing river sand and kept in a nutritious solution. Thereafter, the plants
were transferred into reservoir, where were kept in fully submergence. At 0, 3,
7, 15, 50, 75, 80, 85 and 90 days after treatments induction (DATT), the potential
photosynthetic rate and the chlorophyll content were determined. At 0, 3, 7, 15,
75 and 85 DATI, we determined the soluble sugar, amino acid and protein
contents, nitrogen assimilation and the alcohol and lactate dehydrogenase
activities. The O, level of the nutritious solution in the submergence plastic pots
at 1 DATI was 1.4 mg. O, L and at day two was 0.0 mg. O, L", resulting in
complete anoxia. The submergence reduced plant growth, photosynthesis,
chlorophyll contents and nitrogen assimilation. Soluble sugar contents decreased
only in leaves. However, alcohol and lactate dehydrogenase activities were
increased in both roots and leaves of fully submerged plants. After 75 DATI
plants were removed from submergence and were evaluated gas exchange,
potential and liquid photosynthesis values and chlorophylls content.
Photosynthesis and chlorophylls content were recovered up to the levels of
control plants ten days after the submergence period.

‘Guidance Committee: Prof. Dr. Luiz Edson Mota de Oliveira - UFLA (Major
Professor), Prof. Dr. Nelson Deli Filho — UNINCOR e Claudio José
Reis de Carvalho - EMBRAPA/Amaz6nia Oriental (Belém — PA).
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1 INTRODUCAO

O ingazeiro (/nga vera Willd) é uma planta comumente encontrada em
ecossistemas florestais e, especialmente, em regides de matas ciliares. Por esta
razdo, a sua utilizagdo pode ser recomendada para reflorestamento e revegetagio
de margens de cursos d’dgua e represas. Quando submetido a condigdes de solos
e ou situagdes com baixa disponibilidade de oxigénio, tem sido observado que o
ingazeiro apresenta modificagdes no seu comportamento fisioldgico, adaptando-
se e sobrevivendo a condigdes de submersdo parcial e total (Tribuzy, 1998;
Oliveira et al., 1999).

Virios efeitos da deficiéncia de oxigénio sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo conhecidos, os quais limitam processos
fisiologicos diversos, tais como: a fotossintese, o particionamento do carbono, a
absorgdo de nitrogénio do solo e a assimilagdo do nitrogénio fixado. Sendo
assim, a maioria dos tecidos vegetais desenvolve adapta¢Ges morfologicas e
fisiologicas para prolongar a sobrevivéncia em condigdes de baixa
disponibilidade de oxigénio promovidas pela submersido parcial ou total das
plantas (Drew, 1997; Vervuren et al., 1999; Visser et al., 2003). Tais situagdes
induzem a uma senescéncia gradual da vegetagdo, havendo algumas espécies
mais tolerantes e outras mais sensiveis (David et al., 1997; Oliveira et al., 1999),
dependendo da altura da lamina d’agua e da duragdo dos periodos de submerso.

Alguns trabalhos tém sido conduzidos com a finalidade de compreender
o comportamento e as estratégias de sobrevivéncia de varias espécies herbaceas,
arbustivas e arboreas em ambientes inundados em condigdes naturais de campo
e semicontrolados de simulagio de inundagdo de inundagdo (Ishida, 1998;
Tribuzy, 1998; Oliveira et al., 1999). Entretanto, a recuperagdo das plantas pos-

submerséo tem sido pouco estudada.



/““‘ O ingazeiro ¢ uma espécie promissora para uso em areas de deplegéo ou

/' em programas de revegetagdo de mata ciliar. Tribuzy (1998), trabalhando em
; condigdes de campo em érea de deplegio no reservatdrio hidrelétrico de
Camargos, MG, BRASIL, verificaram que, dentre as espécies arboreas, o
ingazeiro foi a que melhor se adaptou, sobrevivendo inclusive, quando sujeita ao
maior periodo de submersdo € a uma maior coluna d’4gua. Nesses trabalhos,
entretanto, observaram-se apenas varidveis relacionadas a um pequeno periodo
de submersdo, mas ndo foram feitas observagdes das caracteristicas fisiolégicas
avaliadas no periodo de p6s-submerséo.

O presente trabalho foi desenvolvido com o propdsito de atender os
seguintes objetivos: (1) avaliar a capacidade de sobrevivéncia do ingazeiro a um
periodo prolongado de submersdo total; e (2) avaliar a capacidade de
recuperagiio de suas principais caracteristicas fisiolégicas ap6s este periodo. Tais
objetivos foram viabilizados a partir de avaliagSes, em raizes e folhas, de
caracteristicas biofisicas (crescimento, trocas gasosas e fotossintese potencial) e
bioquimicas (teores de carboidratos, clorofilas, e atividade das enzimas

desidrogenase alcodlica e litica, redutase do nitrato e sintase do glutamato).

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Deficiéncia de oxigénio: normoxia, hipoxia e anoxia

Quando o solo é submerso, as trocas gasosas entre o solo e o ar sdo
dramaticamente reduzidas. O oxigénio e outros gases atmosféricos podem
penetrar no solo apenas pela difuséo na superficie da #gua e, nessas condigdes, o
0, dissolvido ¢ rapidamente consumido pelo sistema radicular e pelos
microorganismos presentes (Vartapetian & Jackson, 1997), inclusive

promovendo uma completa anoxia no sistema radicular (Visser et al., 2003). Os



termos normoxia, hipoxia e anoxia sio usados para indicar a disponibilidade de
O, as plantas. Sendo que a normoxia ocorre quando o suprimento de O, nao
limita a fosforilagdo oxidativa. Sob hipoxia, a pressdo parcial de O, limita a
produgio de ATP pelas mitocondrias e a anoxia ocorre quando a produgao de
ATP pela fosforilagio oxidativa ¢ desprezivel, em relagdo ao ATP gerado pela
glicolise e fermentagéo (Drew, 1997).

Na natureza, fregiientemente a hipoxia precede a anoxia em raizes
submersas. Isso porque, nessa condigio o oxigénio do solo e, conseqiientemente,
nos tecidos das plantas, decresce gradualmente, promovendo diminuigdo na
carga energética e limitando a respiragdo aerobica. Porém, algumas espécies se
adaptam a estes ambientes, por apresentarem mecanismos que favorecem o
aumento do fluxo glicolitico e a produgdo de ATP, fazendo com que prolongue o
seu periodo sobrevivéncia (Crawford, 1978).

Segundo Ito et al. (1999), durante o periodo de submersdao a
sobrevivéncia do vegetal é fortemente afetada ndo apenas pela altura da coluna
d’agua, mas também pelas caracteristicas fisico-quimicos da dgua, tais como

concentragdes de O, e CO,, turbuléncia, turbidez, pH da dgua, etc.

2.2 Conseqiiéncias da hipoxia e anoxia na respirag¢io

Plantas superiores sdo obrigatoriamente organismos aerobicos e
necessitam do oxigénio molecular para permitir a respiragdio e varias outras
reagdes de oxidagiio para manter a vida (Vartapetian & Jackson, 1997; Rawyler
et al., 2002; Visser et al., 2003). Sob condigdes de extrema deficiéncia do O,, a
respiragdo mitocondrial cessa pela falta de um aceptor terminal de elétrons e,
sendo assim, a glicélise e a fermentagiio podem exceder o metabolismo aerdbico
nas células vegetais e tornar-se, inclusive, a Gnica via de produgdo de energia.

Como resultado, a geragio de ATP por mol de glicose metabolizada declina e,



conseqilentemente, o ciclo dos 4cidos tricarboxilicos paralisa ¢ somente a
glicélise pode continuar durante a anoxia. Processos de fermentagfio, como a
etandlica e latica, sdio os mais importantes para converter NADH a NAD*
durante a auséncia do oxigénio (Kennedy et al., 1992; Drew, 1997).

Segundo Crawford (1978), o baixo rendimento energético do
metabolismo anaerdbico geralmente é compensado pela aceleragdo da glicolise,
o chamado “efeito Pasteur”, para satisfazer &s suas exigéncias por ATP. Este
processo resulta em uma elevada produgo de etanol ¢/ou lactato, podendo levar
a desorganizacgio das membranas celulares, alterando sua fluidez,
permeabilidade e transporte, decorrentes da solubilizagio dos lipideos das
membranas de organelas citoplasméticas, como as mitocondrias e provocar a
morte das células. Summers et al. (2000) observaram uma eficiente mobiliza¢éo
de polissacarideos de reserva (“efeito Pasteur”), especialmente na parte aérea de
Potamogeton pectinatus sob condigdes de anoxia, promovendo aumento na taxa
glicolitica nos tecidos. Entretanto, muitas espécies diminuem o metabolismo ao
nivel minimo apenas para manutengdo da sua sobrevivéncia (Zhang &
Greenway, 1994; Vartapetian & Jackson, 1997).

A explicagiio para o fato de algumas plantas serem mais tolerantes do
que outras em condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio estd relacionada
com as caracteristicas fisiologicas e bioquimicas do organismo (Fox et al., 1994;
Drew, 1997; Vartapetian & Jackson, 1997; Kozlowski, 1997 ¢ Liao & Lin,
2001). A tolerdncia ao estresse esté estritamente associada & situagdio em que a
espécie vegetal mantenha o suprimento de energia, a carga energética do
adenilato por longo tempo, minimizando o impacto do estresse (Drew, 1997,
Vartapetian & Jackson, 1997; Blokhina, 2000; Visser et al., 2003). Fox et al.
(1994) verificaram também que todas as enzimas do ciclo de Krebs
apresentaram atividade e estariam presentes na mitocdndria, sugerindo que a

glicolise no ¢ a bnica via para produgao de ATP suficiente para manutengiio da



taxa de crescimento observada em E. phyllopogon em condigBes anaerobicas.
Plaxton (1996) menciona que a glicélise pode fornecer flexibilidade metabélica
para facilitar o desenvolvimento e aclimatagéo ao estresse ambiental.

Outro importante fator comum de morte celular devido 4 auséncia de
oxigénio ¢ a acidificagdo do citoplasma com produtos da fermentacéo (Roberts
et al., 1984), podendo a acidez do citoplasma pode ser prevenida pela extrusio
de prétons (Xia & Roberts, 1996; Saglio et al.,, 1999; Chen et al., 2000). Em
condigdes de fermentagio anaerdbica, o piruvato pode ser convertido
principalmente a etanol e lactato, além de outros produtos como alanina, malato
e succinato (Souza, 2002).

Huang & Johnson (1995) mencionam que espécies tolerantes & hipoxia
estio associadas & baixa taxa respiratéria ¢ acumulagfio de agucares em
condigdes de deficiéncia de oxigénio.

Muitas dessas adaptagdes metabélicas induzem a sintese de novo de
proteinas, mais notadamente as isoformas das desidrogenases alcodlica e lética,
especificas do estresse anaerébico (Perata & Alpi, 1993; Pezeshki, 1996; Drew,
1997; Vartapetian & Jackson, 1997; Kato-Noguchi, 1999). Além disso, verifica-
se que o pré-tratamento hipdxico ajuda a prolongar a sobrevivéncia da planta,
quando submetidas a anoxia prolongada (Water et al., 1991; Xia & Saglio,
1992).

2.3 Consegiiéncias da hipoxia e anoxia na fotossintese

A submersgo total da planta prejudica a fotossintese devido & redugéio do
acesso & luz ¢ aos gases atmosféricos especialmente ;oxigénio e didxido de
carbono. O impedimento da respiragdo, decréscimo ou a paralisagiio da
fotossintese podem levar & morte. Algumas plantas aprésentam plasticidade em

se adaptar, para permitir tolerdncia a variagSes hidrologicas, incluindo



especialmente alternincia entre ambientes terrestres e aquaticos (Vervuren at al.,
1999). Wells & Pigliucci (2000) consideram que plasticidade fenotipica ¢ a
propriedade do gendtipo em alterar seu desenvolvimento em resposta a
mudancas ambientais. Mauchamp et al. (2001) verificaram que o ajustamento na
atividade fotossintética estd provavelmente relacionado com a capacidade de
elongagdo do internédio, mudancas na morfologia da planta e mobilizagio de
nutrientes para os tecidos submersos. O mesmo autor verificou que o mecanismo
de plasticidade envolve toleréincia & submersdo em plantas jovens de Phragmites
australis para manter a sobrevivéncia durante o periodo de crescimento em
condi¢des desfavoraveis.

Mudangas fisiolégicas associadas com a submersdo parcial e/ou total
das plantas ocasionam redugdo na conduténcia estomatica, reducgfio na taxa
fotossintética, associada com a redugdo na atividade da Rubisco (Joseph &
Yelennosky, 1991; Liao & Lin, 1994; Pezeshki et al., 1996; Lopez & Kursar,
1999), assim como a redugdio no conteido de clorofilas e variagSes na relagédo
clorofila a:b (Ishida, 1998; Tribuzy, 1998; Gardiner & Krauss, 2001; Ahmed et
al., 2002).

Segundo Vervuren et al. (1999) e Nabben (1999), vérios fatores afetam
a fotossintese em condigdes de submersdo. Entre eles podemos citar: mudanca
na intensidade e qualidade da luz, redugio na disponibilidade de CO, e,
principalmente, O, em plantas sob completa submersdo. Uma possivel
explicagio para o menor valor de fotossintese em plantas sob condigdes de
ambiente submerso esté relacionado com a plasticidade fotossintética em funcdo
da baixa disponibilidade de luz (Vervuren et al., 1999).

Blom et al. (1994) ¢ Vervuren et al. (1999) verificaram que a
sobrevivéncia de espécies de gramineas totalmente submersas ¢ relativamente
alta, durante o periodo de exposi¢do & luz, em comparagdo ao periodo de

exposiglio ao escuro. Isso indica que a fotossintese tem uma importante fungdo



nesse ambiente fornecendo oxigénio. Também Fernandez et al. (1999)
observaram que folhas de Psidium ovatifolium em condigdes de submersdo total
no periodo entre quatro dias e quatro meses apresentavam taxa fotossintética
liquida e conduténcia foliar similar as folhas em condigdes de ndo submers@o,
indicando uma manutengdo da capacidade fotossintética.

Gardiner & Krauss (2001) verificaram que o declinio na taxa
fotossintética em plantas de Cherrybark oak mantidas sob submerséio do sistema
radicular, esté associado com a diminuigdo na eficiéncia do uso do N em folhas,
promovendo futuras evidéncias de que a submersio danifica o mecanismo
fotossintético.

Huang & Johnsen (1995) observaram, em plantas de trigo submetidas a
hipoxia do sistema radicular, que a redugiio na concentragéio de sacarose, glicose
e frutose na folha poderia estar relacionada com o decréscimo na fotossintese.
Entretanto, nas raizes, houve um aumento desses aglicares devido,
provavelmente, a degradag@io dos carboidratos de reserva “efeito Pasteur”.
Portanto, os agiicares soliveis sdo particularmente importantes fontes de energia
para o metabolismo fermentativo, em condig3es de baixa disponibilidade de O,
(Drew, 1997; Visser et al., 2003).

Entretanto, Kennedy et al. (1992) mencionam que a capacidade
respiratéria da raiz em plantas submersas apresenta-se como um indicador da
viabilidade do sistema radicular ou integridade do aparato respiratério. Contudo,
Gardiner & Krauss (2001) ndo verificaram alteragdes na respirag#o em plantas
de Quercus pagoda mantidas sob alta e baixa intensidade de luz e no escuro em

plantas em condiges de submerséo do sistema radicular por 30 dias.
2.4 Conseqiiéncias da hipoxia e anoxia sobre metabolismo do nitrogénio

A redugiio de NO;” a NO; ¢ catalisada pela enzima redutase do nitrato,

sendo considerada uma importante etapa limitante na assimilagéo de nitrogénio



(Naik et al., 1982). O metabolismo do nitrogénio e o suprimento exégeno de
nitrato podem ser importantes na tolerancia durante a anoxia (Fan et al., 1997;
Rawyler et al., 2002). Alguns autores afirmam que a redutase do nitrato
apresenta um papel fundamental, juntamente com as vias fermentativas alcodlica
e latica, assim como a sintese de lipideos, na oxidagio do NADH, durante a
baixa disponibilidade de oxigénio. A oxidagdo do NADH ¢ essencial para a
continuidade do ciclo dos acidos tricarboxilicos e fluxo do carbono para
regeneragiio de ATP.

A manutengio da redugdo do nitrato a aménio e subseqliente re-
assimilagdo deste apresentam-se como uma fonte extra de seis protons e quatro
NAD" por ciclo de reagéio durante a anoxia (Naik et al,, 1982).

Segundo Drew (1997), o nitrato € considerado um aceptor alternativo de
elétrons conhecido como a “respiragiio do nitrato” durante a anoxia. Esta
respiragiio tem sido sugerida como uma via de produgéio de ATP e regeneracio
do NAD' e citoplasmatico. Dordas et al. (2003) verificaram que um tipo
especifico de hemoglobina (fitoglobinas) apresenta a fungdio de regenerar NAD"
visando manter a carga energética da célula em condigdes de hipoxia. Sa.glio et
al. (1988) indicam que a redutase do nitrato nio compete efetivamente com a
enzima #lcool desidrogenase pelo NADH, no entanto, contribui para o
metabolismo energético durante a respiragio anaerébica em tecidos por meio da
redugéio do nitrato.

Reggiani et al. (1985) interpretaram que a presenga do nitrato exégeno
induz a redugéio do nitrato em raizes de arroz sob condiglo de auséncia de
oxigénio, verificando uma elevagio no consumo de carboidratos,
proporcionando um aumento na carga energética do adenilato, condigio esta
favorével A atividade fermentativa.

Fox et al. (1994), trabalhando com Echinochloa phyllopogon,

verificaram que a operagio conjunta da fermentagéo e da atividade do ciclo de



Krebs compensa o requerimento de energia durante o crescimento anaerdbico.
Estes autores também constataram nesta espécie, quando submetida a
anaerobiose, que as atividades in vitro da redutase do nitrato e do nitrito ndo
variaram e que a reducéio do nitrato oxidou apenas 34% do NAD(P)H produzido
diariamente.

Reggiani et al. (1988) sugeriram que o aumento na concentragdo de
aminoacidos livres sob condi¢3es de anaerobiose ¢ decorrente da degradagiio das
proteinas e mudangas no metabolismo dos 4cidos organicos. Souza et al.
(2001b), verificaram que o decréscimo na atividade in vivo da redutase do
nitrato em algodoeiro estd relacionado com o acimulo de aminoicidos e
peptideos, que sdo reservas temporarias de nitrogénio. '

Fan et al. (1997), trabalhando com arroz, que é uma espécie tolerante a
submersdo total ou parcial, verificaram que a assimilagio de nitrato e jons
aménio da solugio e incorporagio de N em aminoécidos (especialmente
glutamina e alanina) aumentam em condig3es anaerébicas. Isto sugere que a
assimilagdo continua de nitrogénio mantém o fluxo de elétrons e o decréscimo
de NADH, favorecendo a fermentagéio etandlica. Por outro lado, Nabben (2001),
trabalhando em condigdes de submers#o total com espécies de Rumex constatou
uma baixa atividade da redutase do nitrato nos tecidos, sugerindo que a
assimilagio do nitrato ndo é uma importante via metabélica alternativa para
produzir energia. Comportamento similar foi observado em gramineas (Ishida,
1998) e ingazeiro (Botelho, 1996).

2.5 Conseqiiéncias da hipoxia e anoxia na morfologia e anatomia vegetal
Algumas plantas, quando sujeitas & submers&o, apresentam estratégias

adaptativas (Andrade et al., 1999). A principal delas'consiste em reduzir o

periodo de submersio, por meio de um aumento na taxa de elongagio da parte



aérea para proporcionar o contato com o ar (Visser et al., 2003). Em gramineas,
o crescimento basal das folhas submersas permitiu o acesso ao oxigéniodoarea
maior tolerdncia a submersdo (Dias-Filho & Carvalho, 2000). Quando apenas
parte das plantas é submersa, o oxigénio pode entrar através das folhas. No caso
de submersdo total, € impossivel que acontega entrada de oxigénio atmosférico,
embora esta condigdo requeira diferentes modos de adaptagdio a deficiéncia de
oxigénio.

As plantas em condigdes de submersao parcial desenvolvem estruturas
morfolégicas especializadas, tais como a formag#o de lenticelas, hipertrofia de
aerénquimas, de raizes laterais. Essas estruturas, além de promover a oxigenagdo
interna, também permitem a difusdio na rizosfera (Joly & Crawford, 1991;
Pelacani, 1992; Blom et al., 1994; Yamamato et al., 1995; Pezeshki et al., 1996;
Nufiez—Elisea et al., 1999; Chen et al., 2002 e Visser et al., 2003). Da mesma
forma, Yoshida & Eguchi (1994) concluem que o O, atmosférico pode ser
transportado das folhas pelos espagos intracelulares das células para a respiragéo
das raizes, crescendo sob deficiéncia de O;. Segundo Laan et al. (1990), o
transporte de oxigénio longitudinal interno pode ser considerado importante para
a manutencdio da aerobiose no sistema radicular em condig3es de hipoxia.

Pelacani (1992) e Botelho (1996) verificaram a formagdo de raizes
adventicias na.porc.ﬁo basal do caule em plantas de ingazeiro mantidas sob
inundacdio do sistema radicular. Pelacani (1992), trabalhando em condigGes de
submersdo do sistema radicular verificou redugdo no particionamento da
biomassa em todas as espécies estudadas, exceto para as plantas de acai (Euterpe
oleracea), enquanto que as plantas de ingazeiro apresentaram, em média, a
maior redugdio de biomassa seca de 71% em relagéio ao controle. Blom et al.
(1994) verificaram que plantas de Rumex crespus apresentaram metlhor resposta

adaptativa & submersdo total do que outras espécies por eles estudadas, em
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contraste com Daucus carota, Arrhenatherum elatius e Pantago lanceolata que

sd0 extremamente sensiveis a injaria por submersdo.
2.6 Resposta a normoxia de plantas pés-submersas

Ap0s o retorno as condigdes normais de O,, a adaptagdo das plantas se
da por meio de oxidagdo de metabdlitos que foram acumulados durante a
auséncia de oxigénio, os quais sdo potencialmente danosos. Esses efeitos
deletérios sio usualmente atribuidos a espécies reativas de oxigénio (ERO),
como o radical hidroxila (OH’), o anion superoxido (O,) e peroxido de
hidrogénio (H,0,), que sdo formados nos compartimentos celulares, incluindo
parede celular (Blokina et al., 1999 e Rawyler et al., 2002). Protegdes contra
espécies reativas de oxigénio apds a submersdo sdo determinadas pelo
mecanismo de defesa antioxidante (ascorbato, glutationa ou alfa-tocoferol) ou
enzimas (catalase, peroxidase ou superoxido dismutase) que eliminam os
radicais livres, (Drew, 1997; Biemelt, 1998; Blokina et al., 1999 e Ahmed et al.,
2002). Segundo Blokhina (2000), os radicais livres causam peroxidagio em
lipidios de membrana, decréscimo de glutationa reduzida, aumento na
concentragdo de calcio citossolico, oxidagdo de grupos tiol das proteinas e
despolarizagdo de membranas.

Injurias causadas a planta pela retomada dos niveis normais de O,,
decorrentes do baixo suprimento de energia, favorecem a geragdo de espécies
reativas de oxigénio, ocorrendo a formacdo de radicais livres poucos minutos
apds o restabelecimento do nivel de oxigénio (Blokhina, 2000). Entretanto,
Ahmed et al. (2002) sugerem que o estresse oxidativo ndo esta diretamente
envolvido no mecanismo de perda fotossintética durante a submerséo parcial em

plantas feijao.
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Por todas essas razdes, a habilidade das espécies em tolerar ambiente de
limitagdo de O, ¢ considerada um fator essencial para prolongar a sobrevivéncia
a submersdo (Vervuren et al., 1999; Rascio, 2002).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Epoca e localizagio do experimento

Este trabalho foi conduzido no periodo de outubro de 2002 a janeiro de
2003, na érea experimental do setor de Fisiologia Vegetal da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais.

3.2 Material vegetal e sistema de cultivo

Plantas de ingéd (Inga vera Willd.) com trés meses de idade foram
obtidas no viveiro florestal da UFLA, provenientes de sementes coletadas s
margens da matas ciliares do alto Rio Grande, MG. Essas plantas permaneceram
em tubetes plésticos em casa de vegetacdo durante mais uma semana, cobertas”
por uma malha de pléstico que interceptava 30% da radiagdo solar incidente. As
plantas foram previamente selecionadas com base na uniformidade, altura e
estado fitossanitario. Apés esse periodo, as mudas foram transplantadas e
agrupadas em conjunto de quatro plantas por vaso, com capacidade de 3,0 litros.
Foi utilizada areia previamente lavada com 4gua de torneira em abundéncia, com
o intuito de se retirar toda a matéria orgénica. Ao término do transplante das
mudas para os vasos, foi adicionado 1,5 L de solugio nutritiva Bolle-Jones
(1959), adaptada por Deld Filho (1994) e modificada por Lemos (1996). A
solugio apresentava pH 6,5 com a seguinte composigiio € suas respectivas
concentragdes: NH;NO; (4 mmol L"), CaSO, (1 mmol LY, MgS0;, (1,25 mmol
L"), NaH,PO; (1 mmol L"), K;S0; (1,5 mmol L"), CaCl, (0,5 mmol L),
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H;BO; (25 pmol L), CuSO, (5 pmol L), Fe-EDTA (20 pmol L), H;MoO,
(0,5 pmol L), MnSO, (2 pmol. L) e ZnSO, (2pmol. L™'). Apenas 1,15 L de
solugdio nutritiva ficava retido pelo substrato e 0,35 L excedente era coletado em
um prato colocado sob cada vaso, cujo volume era completado diariamente com

4gua de tomeira.

3.3 Tratamento ¢ avaliagdes

Ap6s o estabelecimento das plantas, foram aplicados dois tratamentos.
Um grupo foi submetido a condigdes de submersdo total e o outro mantido sob
condigGes de cultivo sem a submerséo citada anteriormente.

As plantas foram transferidas para tanques de alvenaria com 3 metros de
comprimento, 1 metro de largura e 0,6 metro de profundidade, com capacidade
para 1.800 litros, cobertos com uma malha de pléstico que interceptava 30% da
radiagdo. Para simular a condi¢dio de baixa disponibilidade de oxigénio (BDO),
foram adicionado 40 litros da mesma solugdo nutritiva citada anteriormente em
1.500 L de dgua de torneira previamente contidos no tanque. Foram adicionados
também ao tanque 18 mL de algicida comercial 4 base de cobre somente no
inicio do experimento para prevenir a formagdo de algas. Foram mensurados os
niveis de O, na solugdio nutritiva do tanque e dentro dos vasos.

A profundidade do volume da solugo nutritiva no tanque foi fixada em
torno de 40 cm, para manter as folhas completamente submersas e sem o contato
com o ar. Plantas ndio submersas foram mantidas nas mesmas condi¢des que
estavam sendo cultivadas durante o periodo de aclimatacio. Durante a condug#io
do experimento, os nutrientes nido foram repostos. ;

As avaliages foram realizadas aos 0, 3, 7, 15, 50, 75, 80, 85 ¢ 90 dias
ap6s indugdo dos tratamentos (DAIT), nos quais foram realizadas coletas de

material vegetal para as determinagBes da fotossintese potencial e teor de
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clorofilas e nos dias 0, 3, 7, 15, 75, e 85 foram coletadas plantas de cada parcela
experimental, que foram separadas em folha e raiz, para a determinagfio da
atividade da redutase do nitrato (RN; E.C. 1.6.6.1) “in vivo” e
concomitantemente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer
-20°C até o momento da realizagdo das determinagdes das atividades das
enzimas: sintase do glutamato (NADH-GOGAT; 1.4.1.14), desidrogenase
alcodlica (ADH; EC. 1.1.1.1), desidrogenase latica (LDH; 1.1.1.27), teores de
carboidratos solliveis totais e redutores, proteinas e aminoacidos. Para minimizar
os efeitos do ritmo diumo nas varidveis mensurados, as plantas foram sempre
coletadas ou avaliadas entre o intervalo de 9 h e 11 h do horério solar.
Transcorridos 75 DAIT, dois grupos de plantas foram retirados da
submersdo; o primeiro destinou-se 4 andlise morfolégica (anatdmica) e
biométrica. Neste caso, quatro plantas de cada tratamento foram separadas em
partes aéreas e raizes, procedendo-se a determinagéo do volume radicular, altura
e drea foliar. Apds isso, as amostras foram secas em estufa com circulagdo
forgada de ar (48h, 65°C) e o peso da matéria seca foi determinado. Outro grupo
de plantas foi utilizado para a avaliagio da recuperagio pés-submersdo. As
plantas foram mantidas em condigdes drenadas e irrigadas com a mesma solugéo
nutritiva do tanque, tendo sido quantificadas as trocas gasosas, fotossintese
potencial e teor de clorofila. A capacidade de sobrevivéncia das plantas logo
ap6s a submersdo foi avaliada baseando-se em observagSes visuais acerca de sua
aparéncia fisica, tais como: plantas com folhas verdes e turgidas, além do bulbo
apical verde. Ao final de 15 dias ap6s o periodo de submersdio, verificou-se a
ocorréncia de novos langamentos foliares, como indicador da capacidade de
recuperagfo das plantas. Avaliaram-se, nos tempos 0, 5 e 10 dias apds o periodo
de submersio (DAS), a fotossintese liquida e 0, 5, 10 e 15 DAS, a fotossintese

potencial e teores de clorofilas.
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3.4 Delineamento experimental e anilises estatisticas

O experimento foi conduzido no delineamento.de blocos casualizados
com dois tratamentos, sem submerséo e com submersdo total das plantas, quatro
repetices e considerando que cada duas plantas consistiram na unidade
experimental. Os dados foram obtidos levando-se em conta os erros padrdes das

médias dependendo das caracteristicas avaliadas.

3.5 Caracteristicas avaliadas f N

3.5.1 Caracterizagiio do ambiente BN

O experimento foi conduzido em érea localizada em latitude 21° 14° §,
longitude de 45° 00° W, numa altitude de 910 metros. Durante o periodo
experimental foram monitoradas condigdes ambientais, tais como temperaturas
maéxima e minima, precipitaciio, insolacéio e umidade relativa do ar. Estes dados
foram obtidos junto a Estag@o Climatoldgica Principal de Lavras, Minas Gerais,
a qual esté situada a cerca de 300 metros da drea experimental.

A caracterizagdo da radiacdo global em diferentes alturas de lamina
d’4gua foi quantificada utilizando um Datalogger-LI-COR (LI 1400) ao qual
foram conectados sensores revestidos com filme de polietileno impermeével e
transparente. Tais sensores foram posicionados a 40 e 2Gcm de profundidade no
tanque e na superficie da ldmina de dgua apds submersdo das plantas, como se
observa na Figura 1. A avaliag3o foi realizada em dia tipico (sem nuvens). Os
valores instanténeos foram registrados com média de 4 repeti¢Ses, no periodo de

11 h as 11 h 15 min (horério solar).
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3.5.2 Croqui ilustrativo do tanque de submersio

S50 cm

- Tubo
&b coletor
- 300 cm -

FIGURA 1: Esquema representativo da profundidade dos pontos de coletas de

4gua dentro do tanque e do vaso. Fundo do tanque a 40 cm (A), no
meio a 20 cm (B) e dentro do vaso a 30 cm da superficie da
lamina d’4gua (C).

A concentragdo de oxigénio dissolvido foi determinada pelo método de
Winkler (Apha, 1998), conforme ilustra a Figura 1. O qual considera que a
quantidade de O, dissolvido na 4gua considerada 100% saturada corresponde a
concentragiio de 9.1 mg/L" 0, dissolvido. As amostras de dgua foram coletadas
do fundo do tanque, ao lado dos vasos (A), a 20 cm da superficie da lamina
d’4dgua (B) e dentro do vaso (C), utilizando frasco para andlises de baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) 300 mL. As amostras foram coletadas por
sifonagdo para os frascos e, imediatamente, o oxigénio era quantificado.
Adicionaram-se ao frasco 2 mL de sulfato manganoso (MnSQO,. H;0) ¢ 2 mL de
reagente alcali-iodeto-azida. Apés a formagdo de um precipitado, 5 minutos
aproximadamente, adicionam-se 2 mL de acido sulfiirico concentrado, mediram-

se 100 mL da solug@o em erlenmeyer (250ml) e titulou-se, com auxilio de uma
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bureta, uma solugéio de tiossulfato de soédio (Na;S;0;. 5H,0) 0,0125 N até a
viragem para incolor. O volume gasto com a titulagdo cm;respondia a quantidade

de oxigénio dissolvido na d4gua em mg de O,/L.
3.5.3 Fotossintese potencial (4.x)

A fotossintese potencial foi determinada pelo método de evolugdo do
oxigénio, usando uma cimara de Clark de fase gasosa, marca Hansatech, ¢ um
eletrodo de oxigénio acoplado a uma caixa de controlé de fluxo elétrico CB1
Hansatech, que amplifica as correntes vindas do eletrodo, seguindo a
metodologia de utilizada por Delieu & Walker (1983), com as seguintes
alteragdes: solugiio de KCI saturada e NaHCO; (1 mol L 1. As determinagdes
foram realizadas 4 temperatura constante de 35°C. A determinag#o do volume da
camara foi determinada usando o método de injegdo (Delieu & Walker, 1981). A
iluminag@o da camara foi realizada utilizando-se um retroprojetor que fornecia
aproximadamente 1600 pmoles.m>s” de densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA), medida por um quantdmetro Hansatech na
superficie superior da cimara. Folhas do tratamentol com submerséio foram
coletadas e transportadas imediatamente na mesma s}olucﬁo nutritiva para o
laboratério, para minimizar possiveis danos de re-exposigdo ao ar atmosférico,
até o momento das medigdes, sendo utilizadas amostras de quatro discos foliares
de 10 cm’,

A curva de A, versus DFFFA foi determinadﬁ da mesma forma como
descrito acima, exceto na série de DFFFA que variou de 1600, 900, 300, 100 e 0
pmoles m™s™ os quais foram obtidos variando o angulo de reflexdo da fonte de

luz do retroprojetor.
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3.5.4 Trocas gasosas

Somente apds 1 hora do inicio do periodo de recuperagdo, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA), taxa fotossintética liquida (4), conduténcia
estomética (gs), transpiragdo (E) e temperatura foliar (t°C). As avaliagGes foram
realizadas nos seguintes tempos: 0, 5 e 10 DAPR nas plantas em recuperagéo
pés submerséio e nas niio submersas, em folhas completamente expandidas. Para
estas avaliagdes, utilizou-se o analisador de gés infravermelho (IRGA), sistema
aberto, portétil, modelo ADC-LCA-4 (Hoddesdon, UK). No geral, as avaliagdes
foram realizadas as 10 h (horério solar), utilizando quatro plantas por

tratamento.

3.5.5 Anilises quimicas

3.5.5.1 Quantificaciio de clorofilas

Os teores de clorofilas a, b, total e a relagdo a/b foram avaliadas em
extratos obtidos apés maceragdio de discos foliares de 0,1 g de biomassa fresca
(BF) retirados da mesma folha utilizada para a anélise da fotossintese potencial.
As amostras foram colocadas em almofariz com 3 mL de acetona (80%) e
completando-se até 8 mL, centrifugando-os a 10.000g por 20 minutos, em sala
mantida apenas com fonte de luz verde. Retirou-se 1 mL do sobrenadante que
foi diluido em acetona 80% na cubeta para 3 mL e feita as leituras nas
absorbancias a 663nm e 645nm, para clorofila a e b, respectivamente, segundo
(Holden, 1976), utilizando-se espectrofotémetro DU 640B, Beckman, USA.
Utilizaram-se as seguintes equagdes para determinar o teor das clorofilas:

Clorofilaa= 12,7 . A663nm - 2,69 . A645nm
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Clorofilab=22.9. A645nm - 4,28 . A663nm
Clorofila total = 8,02 . A663nm + 20,2 . A645nm

3.5.5.2 Atividade da redutase do nitrato

A atividade da redutase do nitrato “in vivo” foi determinada nas raizes e
laminas foliares. Pesaram-se 500 mg de amostras em solugio tampao fosfato de
potassio 50 mmol/L e pH 7,5, transferindo-as para becker de 20mL contendo 5
mL de um meio de incubagdo, composto de tampdo fosfato de potassio 0,1
mol/L. e pH 7,5 (4,95 mL), n-propanol a 1% (v/v) e KNOs a 0,1 mol/L. Estas
amostras foram infiltradas a vacuo por 2 minutos e, em seguida, os recipientes
foram submetidos a banho-maria com agitagio a 30°C, por 30 minutos de
incubagiio. Foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do extrato e colocadas em meio
de reagdio composto de 1 mL de sulfanilamida a 1% em HCI 1,5N, | mL de N-2-
naftil etileno 0,02%, completando-se o volume para 4mL com 4gua destilada. As
leituras das absorbéancias foram realizadas no comprimento de 540nm, sendo a

atividade da enzima expressa em pmol NO,.g' MF.h™.

3.5.5.3 Extragoes e analises quimicas

3.5.5.3.1 Preparo do material

As andlises bioquimicas foram realizadas em extratos de laminas
foliares sem a nervura central e raizes previamente lavadas em dgua destilada.
As folhas utilizadas foram as mesmas selecionadas para as avaliagdes
fotossintéticas (fotossintese potencial). Este material, apos a coleta, foi
acondicionado em sacos plasticos, colocado em caixa de isopor com gelo ¢

transportado até o laboratorio, onde se seguiram 0s processos de retirada da
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nervura central, fragmentagio e pesagem das laminas foliares. Os tecidos da
raiz, apds a coleta, também foram transportados até o laboratério, onde foram
realizados os processos de fragmentagao e pesagem.

Os diferentes tecidos foram pesados em amostras de 500 mg, colocados
em papel aluminio, congelado em nitrogénio liquido e, posteriormente,
armazenado em freezer de -86 °C até o momento das anélises.

As etapas de extragdo e quantificagdo das enzimas foram realizadas

segundo metodologia utilizada por Tribuzy (1998).
3.5.5.3.2 Obtengiio dos extratos ¢ ensaios enzimaticos

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos segundo metodologia
descrita e utilizada por Trybuzi (1998), pela maceragiio de 1,0 g das amostras de
tecido vegetal em nitrogénio liquido, seguida da adigéo de SmL de um meio de
extragio composto de tampdo fosfato de potissio 0,1 molL pH 7.5,
MgCl,.6H;0 0,5 moV/L, Na,EDTA 0,1 moVL, DTT 1,0 mol/L, PMSF 0,4 mol/L
e PVPP (100 mg). Seguiu-se uma centrifugacéio a 30.000 g durante 10 minutos a
4°C. As temperaturas de todos os equipamentos e solugBes utilizadas durante a
realizagdo dos ensaios foram mantidas proximas de 4 °C.

Os extratos obtidos foram mantidos em banho de gelo até serem
utilizados para os ensaios enzimaticos da desidrogenase alcodlica, desidrogenase
lética e sintase glutamato dependente da NADH. Os agiicares redutores, aglcares
soliiveis totais, proteinas ¢ aminoacidos totais também foram quantificados

utilizando-se este mesmo extrato.
3.5.5.3.2.1 Desidrogenase alcedlica

Para o ensaio da ADH, foram adicionados 100 pL do extrato enzimatico
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em 2,7 mL do meio de reagdo composto de tampdo Tris-HCI 50 mmol/L pH 8.9,
DDT 2 mmol/L, 100 pL de etanol 96%, 100 pL de BNAD" 7,5 mmol/L, foi
incubado durante 15 minutos a 30°C e NADH foi determinado em

espectrofotémetro 340 nm, no sentido da oxidagéo do etanol, durante 3 minutos.
3.5.5.3.2.2 Desidrogenase latica

Para o ensaio da LDH, foram adicionados 100 pL do extrato enzimético
em 2,7 mL do meio de reagio composto de tampao Tris HCl 50 mmol/L pH 8,9,
glicina 0,1 mmol/L, sulfato de hidrazida 100 mmol/L, 0,1 ulL de lactato de
sodio, 100 puL de NAD' 7,5mmol/L. Foi incubado durante 15 minutos a 30°C. O
NADH formado foi determinado em espectrofotometro a 340 nm, no sentido de

oxidag¢do do lactato, durante 3 minutos.
3.5.5.3.2.3 Sintase do glutamato dependente da NADH

Para o ensaio da NADH-GOGAT, 100 pL do extrato enzimatico obtido
foram adicionados a 800 pL de um meio contendo tampdo fosfato pH 7,5 0,5
mol/L, 15 mmol/L de glutamina, 15 mmol/L de 2-oxoglutarato, 10 mN KCI e
20 mmol/L de 2-B-mercaptoetanol. Todo esse conjunto foi pré-incubado por 3
minutos a 30°C e, na seqiiéncia, foi adicionado 0,1 mmol/L de NADH, seguido
do monitoramento da oxidagdo do poder redutor durante 10 minutos a 340 nm.

A atividade enzimatica foi expressa em nmoles GLU. ¢'MF. min.”.

3.5.5.3.2.4 Acicares soluveis totais

O teor de agiicares soltveis totais foi dosado segundo a metodologia

descrita por Yemm & Willis (1954). Para tanto, adicionaram-se 100 pL do



extrato em 900 pL de agua destilada e 2 mL do reagente antrona, composto de
20 mg de antrona, 0,5 mL de H,O e 10 mL de H,S04 concentrado. Apds
agitagio, os tubos foram levados para aquecimento a 100°C, por 5 minutos. A
quantificag@o dos agucares soliiveis foi determinada em espectrofotometro a 620
nm, baseada na curva padrdo obtida a partir de diferentes concentragdes de

glicose e expressos em pmole de Gle.g'MF
3.5.5.3.2.5 Acucares redutores

A metodologia utilizada para a quantificagdo dos aglicares redutores foi
a descrita por Miller (1959), em que se utiliza o acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) para a oxidagdo destes compostos. A aliquota utilizada foi de 100 pL do
extrato bruto, sendo adicionados 1400 pl de agua destilada e 1000 pL do
reagente DNS. Esta mistura foi homogeneizada e levada ao banho-maria por 5
minutos, a 100°C, sendo posteriormente resfriada a temperatura ambiente. A
quantificagdio dos agucares redutores foi determinada em espectrofotdmetro a
540 nm, baseada na curva padrio obtida a partir de diferentes concentragdes de

glicose e expressos em pmol Gle.g'MF.
3.5.5.3.2.6 Proteinas

A determinagdo de proteinas ocorreu pelo método de Bradford (1976)
nos mesmos extratos brutos utilizados nos ensaios enzimaticos. As aliquotas
foram de 300 pL dos extratos ¢ | mL do reagente Comassie, constituido de
0,01% de Comassie Blue G-250, 8,5% de acido fosférico e 4,7% de etanol. O
volume do reagente Comassie foi reduzido em 50% tanto na quantificagdo das
proteinas como na elaboragdo da curva padréo. Posteriormente, as amostras

foram agitadas em vortex e levadas para leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.
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Os valores foram calculados com base na curva padréo obtida a partir de
diferentes concentragdes de soro-albumina bovina (BSA) e expressos em
mg BSA.g" MF.

3.5.5.3.2.7 Aminoacidos

A determinagiio dos aminoécidos foi realizada pelo método de Yemm &
Cocking (1955). Em aliquotas de 0,3 ml foi adicionado 1,7 ml do reagente
composto por 0,5 ml de tampdo citrato de sédio (0,2 mmol/L e pH=5,0), 0,2 mL
do reagente de ninhidrina ¢ 1,0 ml de KCN (2% em metilcelossolve). Apos 20
minutos em banho-maria a 100°C, foi adicionado 1,3 ml de etanol (60%) e lidas
a 570 nm. Os resultados foram calculados com base na curva padréo de glicina e

expressos em pmol Gly. g'MF.

3.6 Caracteristicas morfolégicas e biométricas

As plantas, ao final de 75 DAIT, foram seccionadas em parte aérea,
caule e raiz, realizando-se as seguintes avaliagdes: altura da parte aérea foi
medida no coleto na altura do vaso até o apice, com auxilio de uma régua
milimetrada; drea do foliolo foi obtida utilizando-se o método dos discos
foliares, com um perfurador metalico. Volume da raiz foi determinado pelo
deslocamento da coluna d’agua causado pela imers#o das raizes em uma proveta
com capacidade de 500 mL, contendo 400 mL de agua de torneira. Cada uma
das partes foi acondicionada em sacos de papel ¢ levadas para secar em estufa a
65°C com ventilagio forgada, ap6s 48 horas, para determinagio de biomassa

seca.
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3.7 Caracteristicas anatéomicas

Para o estudo anatémico das raizes foi utilizada microscopia eletrénica
de varredura (MEV), realizada no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia
Eletronica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria NAP/MEPA) da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz”-ESALQ (Universidade de Séo Paulo-USP) com
auxilio de um aparelho Zeiss DSM 940 A. O material foi fixado em solugéo de
glutaraldeido e formaldeido a 2,5%, tampéo cacodilato de sédio 0,05 moVL. pH
7,5 e cloreto de calcio 0,00lmol/L, pés-fixado em tetroxido de &6smio,
desidratado em série alcodlica crescente e secado ao ponto critico. As amostras

foram cobertas com particulas de ouro, montadas e fotomicrografadas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio do ambiente

Na Figura 2 encontram-se os dados meteorolégicos referentes ao
periodo experimental. Os maiores valores de temperatura méxima do ar foram
registrados durante o més de outubro, enquanto que os menores valores de
temperatura foram registrados durante o més de setembro (Figura 2A). O mésde
outubro foi caracterizado como o periodo de maior insolagéio (Figura 2B), menor
precipitagio (Figura 2C) e menor umidade relativa (Figura 2D), que deve ser
atribuido & pouca precipitagéo, apenas 2,05mm. Entretanto, maiores valores de
precipitagdes (5,46 mm) durante o més de novembro contribuiram para uma

maior umidade relativa do ar.
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FIGURA 2: Temperaturas diarias maximas ¢ minimas do ar (2A), insolagdo
diaria (2B), precipitagdo diaria (2C) e umidade relativa do ar
diaria (2D) durante o periodo experimental. As setas
correspondem aos dias de avaliagdo.



4.2 Teores de O, dissolvido na solugiio nutritiva do tanque de submersio

Os valores das concentragdes de oxigénio dissolvido na solugdo nutritiva
em diferentes alturas do tanque de submers#o (40 e 20 cm e dentro dos vasos
com submersiio a 30 cm) (Figura 1), em fungdio do tempo, sdo apresentados na
Figura 3. O método foi previamente testado, comparando-se com outro utilizado
freqilentemente na literatura para promover hipoxia ou anoxia, borbulhamento
de nitrogénio gasoso na solugio. A concentragdo do O; no interior dos vasos
reduziu em torno de 80% ao redor das raizes de ingazeiro, durante o primeiro dia
e decresceu a zero (0 mg/L) ap6s o segundo dia de enchimento do tanque. Pode-
se observar duas fases de redugdo de oxigénio no interior dos vasos: a) 0 - 1 dia,
houve um decréscimo abrupto nos teores de O, (de 8,9 para 1,2 mg/L); b) 1 -2
dias, houve uma completa exaustio na concentracéo de O, (de 1,2 para 0 mg/L),
o qual pode se tornar um fator limitante 4 respiragdo, uma vez que o sistema
radicular encontrava-se em plena anoxia; entretanto, a 40 e 20 cm de
profundidade no tanque, nfio houve diferenca na concentragéo de oxigénio
durante o perfodo avaliado. A curva de decréscimo de oxigénio dentro do vaso
para plantas de ingazeiro em condigGes totalmente submersas foi semelhante a
observada por Souza (200la), em plantas de soja com o sistema radicular
submerso. Segundo Ponnanperuma (1972), o efeito da submersdo limita as
trocas gasosas entre o solo e a atmosfera ocasionando uma drastica redugdo na
difusdo do oxigénio, devido ao consumo de O; pelas raizes. Blom et al. (1994)
mencionaram que o potencial redox do solo decresce em poucas horas de

submersdo, indicando uma completa auséncia de O,.
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FIGURA 3: Teores de O, na soluggo nutritiva a 40 e 20 cm de profundidades no
tanque e a 30 cm dentro dos vasos, apés submersfo das plantas de
ingazeiro. As barras indicam o valor de trés repeti¢des e o erro

padréio da média.

Segundo Ito et al. (1999), durante a fotossintese e a respirago, gases séo
produzidos e liberados na 4gua pelas plantas em condiiqées de submerséo (O
liberado durante o periodo de radiagéo solar e CO;, duran:te a noite), aumentando
a suas concentragdes no ambiente. Entretanto, muitos deles também sdo
consumidos (O, durante a noite e/ou dia € CO; no periodo do dia) e, devido a

isso, decresce a concentracio no ambiente de consumo.
4.3 Caracteristicas morfologicas, biométricas e observagdes visuais

A submersdo total da planta afetou significativamente todas as
caracteristicas avaliadas aos 75 DAIT (Figura 4). A altura, volume radicular,

area do foliolo e a biomassa seca corresponderam, ao final do experimento, em

45%, 46%, 44% e 34%, respectivamente, em relagdo as plantas mantidas sem
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submersdo. Durante o periodo experimental foi observado que as plantas

submersas de ingazeiro apresentaram nas folhas superiores clorose,

escurecimento na regidio do caule e ramos finos, a partir da segunda semana da

indugdo dos tratamentos, entretanto, ndo ocorreu crescimento de novas raizes e

abscisdo foliar. O fato de nfio existir abscisdo foliar pode possibilitar que, depois

do periodo de submersdo, ou seja, com o retorno as condigdes drenadas, essas

mesmas folhas possam realizar fotossintese e retomar o crescimento e o

desenvolvimento da planta.
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FIGURA 4: Altura de planta, volume radicular, érea do foliolo e biomassa seca

caracteristicas morfol6gicas e biométricas de plantas de ingazeiro
submetidas a submersdio total por 75 dias. As colunas representam
média de quatro repetigdes e as barras em cada coluna indicam o

erro padriio da média.

Resultados semelhantes foram anteriormente registrados por Botelho

(1996) e Tribuzy (1998), estudando diferentes alturas e tempos de submers@o em

plantas de ingazeiro, concluindo que o crescimento em condigdes totalmente

submersas foi paralisado.
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Pelacani (1992), trabalhando com a mesma espécie com submersio do
sistema radicular, observou paralisagio no crescimento apds 21 dias de
submersdo. Botelho (1996) sugeriu que a paralisagio no crescimento pode ter
contribuido para a tolerincia & submersdo até o final do periodo experimental e
este fator é decorrente, provavelmente, da menor carga energética do
metabolismo celular, disponivel para os processos de crescimento. Além disso,
ocorre inibig#o da fotossintese por fatores ndo estométicos, que podem envolver
mudangas nas enzimas de carboxilagdo e perda nas concentragSes de clorofilas
(Kozlowski, 1997). Fox et al. (1994) verificaram que raizes de plantas de Oryza
sativa e Echinochloa phyllopagon em condigbes de anoxia ndio apresentaram
crescimento. Carvalho & lshida (2002) trabalhando com plantas jovens de
pupunheiras em condigdes de submersdo do sistema radicular, verificaram
paralisagio no crescimento nas plantas mantidas em condigdes de anoxia por 21
dias.

Vann & Megonigal (2002) avaliaram plantas de Taxodium distichum ¢
Acer rubrum em condigdes de submersdo do sistema r&dicular, com diferentes
concentragdes de CO, atmosférico. Verificaram que estas concentragdes nédo
interferiram no aumento da biomassa, altura da planta e drea foliar, indicando
que a baixa concentragéo de O, na raiz foi o fator limit;ante para o crescimento
da planta.

O acGmulo da biomassa seca das plantas submersas foi significativamente
menor as mantidas sem submersio, tanto na folha, quanto no caule e no sistema
radicular (Figuras 5A e 5B). Foi observado que a biomassa da folha, caule e raiz
das plantas mantidas em submersdo correspondem a a];roximadamente 34% de
biomassa seca das plantas mantidas sem submersﬁo; ou seja, praticamente
ocorreu paralisagiio no seu crescimento, afetando o acimulo de biomassa seca
nas diferentes partes estudadas quando comparado com plantas mantidas em

condigdes ndio submersas. Nota-se uma adaptagdo metabélica para compensar
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um ambiente em condi¢des de deficiéncia de oxigénio. Tal comportamento se
assemelha ao encontrado por Ishida (1998) em Setaria anceps. Este autor
verificou que as plantas paralisavam seu crescimento, enquanto a submersdo do

sistema radicular mantinha seu crescimento similar as mantidas sem submersgo.
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FIGURA 5: Biomassa seca (A) e porcentagem em relagdio ao controle (B)
em plantas de ingazeiro, submetidas & submersdo total por
75 dias. As colunas representam média de quatro repeticdes ¢ as

barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média.
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4.4 Resposta da curva de fotossintese potencial (4) versus densidade de

fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (DFFFA)

Os principais fatores relacionados com a tolerfincia 4 submersio em
plantas, segundo Vervuren et al. (1999) ¢ Nabben (2001), séo: disponibilidade
de luz, capacidade fotossintética e capacidade fermentativa dos carboidratos
disponiveis. A Figura 6 representa a resposta da curva de 4 versus DFFFA, onde
ndo foi observada saturagdo de luz em 1600 pgmol m2s? para plantas ndo
submersas, enquanto que para plantas submersas a saturagdo ocorreu entre 100
300 umol m?s’. Verificou-se também que, em média, a taxa respiratéria no
escuro em plantas submersas correspondeu a 37% das néio submersas, sendo
significativamente inferior (-2,52 pmol de O, ms™), se comparada com plantas
n#o submersas (-6,73pmol de O, ms”). A baixa taxa respiratéria verificada em
folhas de plantas de ingazeiro mantidas em condigdes de submersdo total, em
relagio as folhas sem submersdo, indica que hé pouco consumo oxigénio. Isto
poderia contribuir para um longo periodo de tolerancia a pouca disponibilidade
de oxigénio e no meio, decorrente da reduzida solubilidade dos gases no meio
liquido, 10.000 vezes menor do que no ar (Vartapetian & Jackson, 1997).
Resultados semelhantes foram observados por Vervuren et al. (1999) em folhas
de plantas de Rumex crispus sob condigSes de submersdo total.

Dessa forma, a capacidade respiratéria da raiz em plantas alagadas pode
ser considerada um indicador da viabilidade do sistema radicular e integridade
do aparato respiratério (Kennedy et al., 1992). Huang & Johnson (1995),
trabalhando com trigo, verificaram um decréscimo na taxa respiratéria em

condigdes de hipoxia.
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FIGURA 6: Relagdo entre fotossintese potencial versus densidade de fluxo de
fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) em folhas de plantas
de ingazeiro, ajustadas segundo as equagdes, nos tratamentos néo
submersos, LgstcDoseRspy =a+ b/ [1 +(x/c) *] #= 0,999078
e submetido a submerséo total, Sigméidey =a+b/ {1 +exp [- (x
-¢)/d]} P = 0,997751. Os simbolos e barras indicam o valor
médio de quatro repeti¢des € o erro padrio da média. As setas

indicam a taxa de respirag#o no escuro (Re).

Uma possivel explicagdo para o menor valor de fotossintese potencial
em plantas em condicdes de submersdo pode estar relacionada com a
plasticidade fotossintética em fungdo da baixa disponibilidade de luz (Vervuren
et al., 1999; Mauchamp et al., 2001). Isto sugere que a taxa fotossintética se
ajusta 3 quantidade de luz incidente como observado na Tabela 1, onde se
verificou que a 20cm e 40cm de profundidade da superficie de lamina d’dgua

apenas 30% e 15,6% da radiagZo era interceptada pela folha. Sendo assim, o
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principal fator limitante da fotossintese durante a submersio pode ter sido a luz
incidente e ndo a baixa disponibilidade de O, (Vervuren et al., 1999).

A saturagdo ocorre apos 300 zmol m?s" em plantas submersas, sendo
que o requerimento da densidade de fluxo de fotons ¢ menor que em plantas nio
submersas. Resultados semelhantes foram encontrados por Vervuren et al.
(1999) e Gardiner & Krauss (2001), trabalhando com Rumex crispus e Quercus
pagoda, respectivamente.

Os valores referentes a radiagdo siio apresentados na Tabela 1. O sensor
foi previamente recoberto com plastico, pois o tipo do sensor utilizado ndo era
indicado para este fim e os valores com o sensor recoberto com plastico eram

15% inferiores aos valores do sensor sem plastico.

TABELA 1. Valores de radiagdo na solugdo nutritiva a 40 e 20 cm de
profundidade no tanque e na superficie da lamina de dgua apds

submersio das plantas.

Profundidade Radiagio solar (Wm'z) (%)
40 cm 109 15,6
20 cm 210 30
Ocm* 503 72
pleno sol 698 100

* Superficie do tanque
4.5 Fotossintese potencial e contetido de clorofilas
Verifica-se, na Figura 7, que a submersdo total afetou
significativamente a fotossintese potencial a partir do 50 DAIT e que, apos esse

periodo, decresceu significativamente at¢ os 80 DAIT. Em seguida, a

fotossintese potencial manteve-se constante até os 90 DAIT, quando chegou a
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26% em relagdio as plantas mantidas sem submersdo. Nas plantas mantidas sem
submersdo, foram verificadas pequenas variagSes na fotossintese potencial.
Estes dados estdo de acordo com aqueles encontrados por Tribuzy (1998), que
trabalhando com ingazeiro em condigdes similares, verificou que aos 49 dias de
submersdo total ocorreu redugfio em tomo de 50% em relagio as plantas
mantidas em condi¢des drenadas.

Uma possivel explicagdo para a redugio na fotossintese potencial
observada na Figura 7 seria decorrente de fatores ndio estométicos, uma vez que
em condi¢des de submersdo ndo ha resisténcia estomatica e sim uma barreira
fisica que impede as trocas gasosas com a atmosfera, além da redugdo no
desempenho das enzimas de reduglo e fixagio do CO; (Ahmed et al., 2002).
Entretanto, provavelmente é decorrente da caréncia de CO; dissolvido na dgua.
Isso porque Vervuren et al. (1999) observaram um aumento na taxa
fotossintética em plantas de Rumex crispus em condigdes de submersgo total,
fornecendo ao meio diferentes concentragdes de CO, e fornecendo intensidades
de luz normal e baixa (90 e 7 pmol m™ s, respectivamente quando comparadas
com plantas nas mesmas condigdes, exceto pelo periodo de escuro).

Assim, verifica-se que a redugdo significativa na fotossintese baseada na
resposta da curva (4 versus DFFFA) declina a capacidade fotossintética com o
aumento na duragdio da submersgo, segundo a Figura 7. Entretanto, Vervuren et
al. (1999) associaram o aumento na capacidade fotossintética a um grande
aumento na afinidade da enzima de carboxilagdo pelo CO; em plantas de Rumex

crispus quando submetidas & condigio de concentragdes de CO; elevada.
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FIGURA 7: Porcentagem da fotossintese potencial de plantas submersas
em relagdo as ndo submersas. As colunas representam média de
quatro repeti¢des e as barras em cada coluna indicam o erro

padrio da média.

Fernandez et al. (1999) verificaram que folhas de Psidium ovatifolium
em condigdes de submersdo total no periodo entre quatro dias e quatro meses
apresentavam taxa fotossintética liquida e condutdncia foliar similar as folhas
em condigdes de ndo submersdo, indicando manutengdo da capacidade
fotossintética.

Em condigdes de submersio do sistema radicular, o decréscimo na taxa
fotossintética ¢ atribuido geralmente a fatores estomaticos, pois, durante o
fechamento estomatico, as taxas fotossintéticas s@o reduzidas pela limitagdo do
CO; nos espagos intracelulares da folha, o que ¢ descrito em varios trabalhos
(Pezeshki et al., 1996; Gardiner & Krauss et al., 2001; Ahmed et al., 2002 e

Carvalho & lIshida, 2002). Concomitantemente com o decréscimo na taxa



fotossintética durante o aumento no tempo de submersdo, observa-se, também na
Figura 8 que, de maneira geral, o conteiido de clorofilas a, b e total ¢
significativamente reduzido («=0,05). Contudo, a relagéo clorofila a:b n#o se
altera entre os tratamentos, indicando que os efeitos depressivos da submerséo
foram semelhantes nas clorofilas a e b até os 75 DAIT, sugerindo-se que os
danos foram semelhantes nos fotossintemas, diferindo a partir de 80 DAIT em
condigdes de submersdo total. Ao final de 75 DAIT observou-se que as folhas
superiores apresentam clorose, indicando inicio de senescéncia dos tecidos.

As folhas das plantas de ingd mostraram-se aptas a manter sua
capacidade fotossintética por mais de duas semanas em condigdes de plena
submersdo ¢ na presen¢a de luz, como se observa na Figura 6. A relagdo da
clorofila a/b nio foi alterada neste experimento (Figura 8) e este resultado pode
ser considerado como um indicador da toleréncia & submersdo (Tribuzy, 1998).

Laan et al. (1990) mencionam que a luz apresenta funcdo primaria na
sobrevivéncia de plantas submersas, que estd relacionada por compensar, por
meio da fotossintese, a deficiéncia de oxigénio. Vervuren et al. (1999) e Rascio
(2002) comentam que provavelmente a fotossintese das plantas em condigdes
submersas mantenha o ambiente em normoxia durante o periodo de luz,
enquanto A noite verifica-se condiglio de hipoxia, devido ao fato de atuar apenas
o processo de respiragdo nos tecidos. Summers et al. (2000) também verificaram
a reduciio da taxa fotossintética ¢ conteido de clorofilas em condiges de
submerséio total e atribuiram esse fato a uma provével redugéio na taxa de
produglio e translocagfio de produtos fotossintéticos da folha (fonte) para os
érgdios drenos (raiz). Ainda segundo esses pesquisadores esta redugdo ¢ mais
acentuada em condigdes de submersdo total, ja que os carboidratos de reserva
sio utilizados para a respiragiio de manutengio e crescimento na auséncia da

fotossintese.
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Dessa forma, a redugdo na fotossintese e nos teores de clorofilas
observados neste trabalho estd provavelmente relacionado diretamente aos
efeitos da submersdo, por meio do impedimento fisico da baixa difusdo dos
gases na limina d’gua e da qualidade espectral da luz incidente nas plantas,

interferindo também no crescimento, como se observa na Figura 4.

4.6 Agiicares redutores, soliveis totais, proteinas e aminoacidos

As concentragdes de agicares redutores, aglicares soldveis totais em
folhas e raizes de plantas de ingazeiro submersas totalmente séo apresentados na
Figura 9. Ndo foram observadas diferencas significativas nos teores de agicares
redutores nas folhas e raizes no decorrer do experimento entre plantas submersas
e ndo submersas. Entretanto, observa-se uma maior concentragio nas folhas do
que nas raizes (Figuras 9A e 9B), provavelmente em fungdio do acimulo de
carboidratos provenientes da fotossintese. Tribuzy (1998), estudando plantas de
ingazeiro em diferentes alturas e tempo de submersdo, verificou resultados
contrarios aos deste trabalho para agicares redutores, tendo o maior teor
ocorrido nas raizes do que nas folhas submersas. Os teores de agiicares redutores
foram menores que os agiicares soliveis totais (Figura 9), possivelmente devido
ao fato da sacarose ser o principal aglicar ndio redutor prontamente utilizavel
pelos vegetais. A Figura 9, inclusive, sugere uma queda muito maior da sacarose
do que das hexoses.

Para os teores de agiicares soliiveis totais verificaram-se diferencas nas
folhas entre os tratamentos, apresentando uma redugéio abrupta logo no inicio da
submersio (Figuras 9C e 9D). Resultados semelhantes foram obtidos por
Tribuzy (1998). No entanto, Botelho (1996), trabalhando com folhas e raizes de
plantas ingazeiro, verificou que os teores de agucares sollveis totais aumentaram

ao longo do periodo experimental. Provavelmente, a redugdo no teor dos
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aglicares tolais esta associada com a diminuigéo da fotossintese, como sugere a

Figura 7. Os agucares totais foram utilizados para compensar o baixo rendimento

energético em condiges de baixa disponibilidade de Oa.
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D) em folhas e raizes de plantas de ingazeiro submersas

totalmente. As colunas representam média de quatro repetigdes e

as barras em cada coluna indicam o erro padréo da média.

Huang & Johnson (1995) e Hsu et al. (1999) verificaram redugdo na

concentragiio de sacarose foliar, resultante do decréscimo na concentragio de

agticares soluveis totais, associado com a redug#o na fotossintese em plantas sob

condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio.

As concentragdes de proteinas soliiveis totais e aminodcidos nas folhas e

raizes das plantas de inga totalmente submersas sfio apresentadas na Figura 10.
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'De maneira geral, o teor de proteinas nas folhas niio apresentou diferengas entre

os tratamentos durante o periodo avaliado. J4 nas que nas raizes apesar de haver
flutuagdes entre os tratamentos, as respostas ndo diferiram significativamente da
avaliagdio inicial (Figuras 10A ¢ 10B). Isso provaveimente se deve & degradagéio
de proteinas do metabolismo aerébico e sintese de proteinas relacionadas com o
metabolismo anaerébico, contrariando Tribuzy (1998) que observou reducéo
progressiva com o decorrer do periodo de observaggo. O mesmo autor descreveu
que, em condigdes de campo, nio foram verificadas diferengas significativas
entre os tratamentos, quando em situag#o de completa submersgo.

Os teores de aminodcidos nas folhas das plantas submersas e ndo
submersas, de maneira geral, nio diferiram entre si. Nas raizes, observou-se
aumento significativo a partir de 75 dias de submersdo. Botelho (1996),
trabalhando com a mesma espécie, observou que a submersdo total afetou
significativamente as raizes das plantas, aumentando o teor de aminoéacidos,
enquanto que nas folhas néio foram observadas diferencas significativas. O
aumento observado nos teores de aminodcidos nas folhas 75 DAIT n@o ocorreu
em fungdio da protedlise, pois os valores das concentragdes de proteinas foram
menores que o tratamento néio submerso. Entretanto, aos 85 DAIT verificou-se
um aumento na concentragio de proteinas e aminoécidos, indicando assim que a
sintese dessas proteinas hidroliticas estaria hidrolizando proteinas ndo

hidroliticas aumentando assim a concentrag#o de aminoicidos (Figura 10B).
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Ishida (1998) e Hsu et al. (1999), trabalhando com diferentes espécies
Setaria anceps e macieiras, respectivamente, verificaram redugdo significativa
nos teores de proteinas e aminoédcidos sob condigbes de submersdio total,

semelhante aos resultados encontrados nesse trabalho. :
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4.7 Atividade das enzimas desidrogenase alcodlica e desidrogenase litica

Os resultados das atividades das enzimas desidrogenase alcodlica
(ADH) e desidrogenase latica (LDH) em extratos de tecidos de raiz e folha séo

apresentados na Figura 11.
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FIGURA 11: Atividade da enzima desidrogenase alcodlica (A e B) e

desidrogenase latica (C e D) em plantas de ingazeiro. As colunas

representam média de quatro repeticdes e as barras em cada

coluna indicam o erro padriio da média.

Em plantas submersas foi verificado um aumento significativo na
atividade da enzima ADH a partir do 3 DAIT, tanto nas folhas quanto nas raizes

em comparagio ao tratamento sem submers@o. O aumento na atividade da ADH
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e ativagio da fermentagio etandlica em resposta & submersdo tem sido
mencionado por ser uma caracteristica de tolerdncia a submersdo, pois se toma
evidente que espécies tolerantes sdio capazes de aumentar a respiragio
anaerébica para compensar a deficiéncia de oxigénio (Drew, 1997; Ellis et al.,
1999; Kato-Noguchi, 20600; Summers et al., 2000).

Por outro lado, a atividade da LDH nas folhas das plantas submersas
apresentou um aumento até 7 DAIT. Apds esse periodo verificou-se uma
redugdo na atividade da mesma, até o final do experimento. Notou-se, também,
que nas raizes houve um aumento na atividade da enzima da LDH durante os 15
primeiros DAIT, com posterior decréscimo na sua ativi(iade. Associados a esses
aumentos nas atividades das enzimas ADH e LDH n#o se verificou aumento na
concentragiio de proteinas segundo a Figura 10A.

Os resultados estdo de acordo com os encontrados por Tribuzy (1998),
que menciona que os maiores valores das atividades da ADH e LDH foram
observados nas folhas e raizes de ingazeiro que estavam completamente
submersas comparadas as plantas com submersdo apenas do sistema radicular.
Jé Moraes et al. (2001) néo verificaram diferencas entre as atividades da ADH e
LDH, tanto nas raizes quanto nas folhas de vérias espécies vegetais estudadas,
quando submetidas ao tratamento de submersdo.

Em resposta a baixa disponibilidade de oxigénio, verifica-se indugio do
metabolismo anaerdbico em virias espécies vegetais (Drew, 1994, 1997; Ellis et
al,, 1999; Kato-Noguchi, 2000; Summers et al., 2000). Com a limitagdo de
oxigénio, ocorre aceleragio da gliclise, conhecido como efeito Pasteur,
fundamental para suprir energia e manter a atividade metabblica minima
(Summers et al., 2000). No presente experimento, o comportamento do ingazeiro
revelou capacidade de acionar o metabolismo anaerébico, que permitiu a
manutencéio da produgéio de ATP e reciclagem do pod@r redutor sob tratamento

anaerdbico, essenciais a sobrevivéncia da espécie. ngundo Drew (1997), a
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fermentagiio latica esta limitada a fase de transi¢@o entre o metabolismo aerdébico
e a fermentagdo etanolica, enquanto Summers et al. (2000) afirmam que a via
fermentativa, principalmente a etandlica, estd associada com a disponibilidade

de sacarose, provavelmente devido ao metabolismo do amido.

4.8 Atividade das enzimas redutase do nitrato e sintase do glutamato
(GOGAT - NADH)

) Observa-se, na Figura-12, que ndo houve atividade da redutase do nitrato
nas folhas das plantas submersas. Nas folhas e raizes das plantas mantidas sem
submersdo, o decréscimo observado na atividade da enzima, durante todo
periodo experimental, em parte foi provavelmente devido & ndo reposi¢do dos
nutrientes da solugdo nutritiva, especialmente o NOj', devido a perda por
“lavagem” do substrato."

21 Nas raizes submersas verificou-se que houve um decréscimo, durante o
periodo de avaliagiio e sempre menor em comparagdo ao controle, enfatizando
que o tratamento de submersdio afetou significativamente o metabolismo do
nitrcvg,t’:nio.l O mesmo comportamento foi encontrado por Botelho (1996)
trabalhando com ingazeiro em condigdo de submersdo total. Este autor ndo
verificou atividade nas folhas das plantas até os 45 DAIT, enquanto que nas
raizes, no mesmo periodo, verificou uma atividade minima préxima a obtida
neste trabalho.

Da mesma forma, Ishida (1998), estudando gramineas, verificou redugéo
na atividade da redutase do nitrato nos tecidos foliares das duas espécies
estudadas. Entretanto, resultados diferentes foram encontrados por Trybuzi
(1998) nas mesmas condigdes, verificando aumento na atividade da redutase do
nitrato acentuado nas folhas e raizes de ingazeiro. Contudo, o autor menciona

que o expressivo aumento na atividade especifica desta enzima poderia estar
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relacionado especificamente a um decréscimo significativo no teor de proteinas,
o qual foi a base de expressdo dos seus resultados. Por outro lado, Pelacani
(1992), trabalhando em condigéio de submersiio do sistema radicular, verificou
aumento na atividade da redutase do nitrato em relagéio as plantas mantidas sem
submerséo.

A atividade da redutase do nitrato ¢ bastante vay:riével entre as espécies,
Botelho (1996) sugere que a reducio na atividade da RN estaria estritamente
relacionada com a redugfio na capacidade de produgfio de esqueletos de carbonos
em relagio 4 queda na taxa fotossintética. Entretanto, neste trabalho, a
diminuigio da atividade da redutase do nitrato (Figura 12) parece ndio estar
relacionada diretamente com a redugdo da fotossintese potencial (Figura7).
Blom et al. (1994), trabalhando com Rumex palustris, mencionam que quando se
fornece N-NO;™ a0 meio, a atividade da redutase do nitrato em folhas de plantas
com submersdo do sistema radicular apresentava-se similar & das plantas
mantidas em condigSes néio submersas, enquanto em plantas Rumex trysifloros a
atividade da redutase do nitrato decresceu significativamente, comparadas a das
_ plantas néio submersas. Hsu et al. (1999) verificaram que a atividade da RN em
' raizes de macieiras decresceu com o decorrer do periodo de observagéo. Isto,
provavelmente, deveu-se & redugéo da assimilagiio de nitrato pelas raizes e ao
fato de que a sintese da redutase do nitrato é regulada pelo substrato, pois, em
solos alagados, ocorre um acimulo de aménio, devido & auséncia de oxigénio
interromper o processo de mineralizagio do nitrogénio para forma amoniacal
(Ponnamperuma, 1972).

Nabben (2001) verificou que as rotas de redugéio do nitrato e da
fermentagdo ltica ndo s8o importantes na regeneragio de NAD' em espécies de
Rumex em condi¢des de submersdo total, embora, a atividade da LDH in vitro
tenha aumentado marcadamente. A regeneragio de NADH estd mais

provavelmente associada & fermenta¢do etandlica. Fox et al. (1994) observaram
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Atividade da redutase do

que a atividade in vitro das redutases do nitrato e do nitrito em plantas de
Echinochloa phyllopogon ndo diferiram quando submetidas a anaerobiose em
relagdo as plantas controle e verificou que a redugio do nitrato oxida apenas
34% do NAD(P)H produzido diariamente durante anaerobiose, para compensar

o requerimento de energia durante o crescimento anaerdbico.
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FIGURA 12: Atividade da redutase do nitrato em plantas de inga submetidas a
submersdo total. As colunas representam média de quatro
repeticdes e as barras em cada coluna indicam o erro padriio da

média.

De maneira geral, os resultados da atividade da GOGAT apresentados
na Figura 13 ndo diferiram entre o tratamento submerso € o néo submerso.
Entretanto, observa-se uma maior atividade aos 3 DAIT. O mesmo
comportamento foi observado por Tribuzy (1998) com a isoforma Fd-GOGAT
em folhas de ingazeiro na drea de deplegio 4s margens do reservatério de
Camargos, enquanto que em condigdes de cultivo semi-controlados em vaso

verificou-se 0 mesmo comportamento da redutase do nitrato.
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4.9 Periodo pds-submersito
4.9.1 Indicadores de recuperagiio

Todas as plantas utilizadas neste experimento demonstraram tolerincia &
anoxia e sobreviveram aos 75 dias de submersio total. Apés esse periodo, a
readaptacdo das plantas as condi¢des normais de disponibilidade de O, foi bem
sucedida. As plantas manifestaram sinais de recuperagfio, visualizados
principalmente pela retomada dos lant;amentos} foliares evidenciando
crescimento normal e vigoroso. Provavelmente, a sobrevivéncia das plantas de
ingd deveu-se a alteragdes no seu metabolismo, as quais evitaram a toxicidade

1
de produtos da respiragdio anaerébica dos tecidos da planta em baixa
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disponibilidade de oxigénio, proporcionando a tolerdncia. Entretanto, o retomo
das plantas as condigdes normais de oxigénio atmosférico pode ter causado
algum dano aos tecidos, proporcionando decréscimo na sobrevivéncia e no
crescimento, podendo ser revertido pelo sistema antioxidante da planta
(Blohkina, 2000).

4.9.2 Trocas gasosas

Na Figura 14 observam-se as respostas de densidade de fluxo de fétons
fotossineticamente ativos (DFFFA), taxa fotossintética liquida (4), condutincia
estomatica (gs), transpiragio (E), eficiéncia de carboxilagio (4/Ci) e temperatura
foliar (7; °C) nas plantas submersas e ndo submersas ap6s o retorno das
condi¢es drenadas. A suspensdo da submers@io evidenciou a recuperagéio
progressiva dessas varidveis. A taxa de fotossintese liquida no inicio da
recuperagdio correspondeu a 16% em relagdo ao tratamento ndo submerso. A
fotossintese liquida e a eficiéncia de carboxilaglo apresentaram variagSes
semelhantes, recuperando-se gradualmente apés 10 dias, ndo diferindo das
plantas sem submersio (Figuras 14B e 14E), respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Ahmed et al. (2002).

Em geral, a queda na taxa de fotossintese liquida em condigdes de
submers#io se deve a fatores néio estomaticos como a degradagéo da clorofila e
inativagdio das enzimas de carboxilag@o (Joseph & Yelenosky, 1991; Liao & Lin,
1994; Pezeshki et al.,, 1996; Lopez & Kursar, 1999). Sendo assim, o mesmo
comportamento pode ser observado para as demais varidveis. Fernandez et al.
(1999) verificaram que a manuten¢io do conteiido de Rubisco ndo garante,
necessariamente, a sua atividade, pois o estado de ativagdo pode diminuir,
resultante da sombra produzida pela coluna d’agua, conforme observado na
Tabela 1.
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A reducio da taxa de fotossintese liquida observada no inicio da
suspensdo da submersdo esta relacionada diretamente a fatores nio estométicos
(Liao & Lin, 1994; Pezeshki et al., 1996; Lopez & Kursar, 1999), enquanto que,
em condigdes de submersdo parcial, varios autores relacionam a diminuigio na
fotossintese & condutincia estomatica (Gravatt & Kirby, 1998; Fernandez et al.,
1999; Ahmed et al., 2002). Entretanto, a taxa transpiratéria nio seguiu o mesmo
comportamento da conduténcia estomética, sugerindo que as folhas néo foram
afetadas pelo retorno das plantas as condigdes normais de oxigénio atmosférico.
(Figura 14 D). Esses resultados sio compativeis com aqueles obtidos por Ishida
(1998) em gramineas. No entanto, a taxa transpiratéria pode ser afetada quando
a temperatura torna-se bastante elevada (Figura 14 F), induzindo o fechamento

estomético.

4.9.3 Fotossintese potencial

Verifica-se, na Figura 15, que a fotossintese potencial foi menor no
inicio do periodo de pés-submersdo. Contudo, observou-se uma recuperagiio
progressiva da fotossintese potencial, chegando a se igualar estatisticamente com
as plantas ndo submersas. No entanto, para plantas mantidas em condigGes de
submersdo, a fotossintese potencial continuou a decrescer, estabilizando-se nas
avaliagBes subseqilentes. Resultados indicadores da recuperagéio da fotossintese
apés um periodo prolongado de submersdio também foram encontrados por
Ahmed et al. (2002) em feijdo de corda.
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FIGURA 1S: Fotossintese potencial em plantas de ingd. Média de quatro

repetigdes. As barras indicam o erro padréo da média.

4.9.4 Teor de clorofila

Os teores de clorofilas s#io apresentados na Figura 16, onde se verifica,
de maneira geral, um aumento nas folhas das plantas, logo apés o perfodo de
submersio. Durante o periodo pds-submersdo as plantas retomaram em 10 dias a
capacidade de sintese dos componentes do aparato fotossintético e, em 15 dias
as concentragdes de clorofilas igualaram-se as das plantas ndo submersas. Esses

resultados sdo semelhantes aos obtidos por Ahmed et al. (2002).
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FIGURA 16: Teores de clorofilas a (A), b (B), total (C) e a/b (D), em plantas de

ingd. Média de quatro repetigGes. As barras indicam o erro padrio
da média.

4.9.5 Anatomia das rafzes

Nio houve formagdo de aerénquima e lenticelas hipertrofiadas nas raizes
de plantas de ingd submetidas & deficiéncia de oxigénio induzidas pela
submersdo total (Figura 17). Isso pode ser atribuido a baixa plasticidade
fenotipica do ingazeiro para formar aerénquima, além do fato de ndo existir
contato da parte aérea com o ar atmosférico que possibilitasse o transporte de
oxigénio para as partes submersas e, dessa forma, néio necessita formar

aerénquima. Entretanto, a sintese de etileno necessita, em sua via metabélica, do
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oxigénio para converter ACC em etileno (Drew, 1997). Esses resultados séio
similares aos encontrados por Botelho (1996), que verificou em plantas de inga
sob submersdo total a nio formagiio de lenticelas hipertrofiadas e aerénquimas

na regido do cortex durante o periodo de submersao total.

FIGURA 17: Micrografia eletronica de varredura da secgdo transversal de raizes

laterais de plantas de ingd submersas durante 75 DAIT. Sem

submersdo (A) e submerso (B).
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5 CONCLUSOES

A submersdo total durante 75 dias promoveu uma redu¢dio do
crescimento das plantas de ingd. Nas plantas submersas, o ponto de saturagdo
luminica para a fotossintese potencial foi atingido em niveis de DFFFA
aproximados de 300 pmoles.m™s™, enquanto nas plantas ndo submersas a
fotossintese potencial permaneceu crescente até niveis de DFFFA préximos a

1.600 pmoles.m?.s™.

Nas plantas submersas, os teores de AST das folhas reduziram, mas os
teores de AR permaneceram estiveis. Nestas plantas, as atividades das enzimas
ADH e LDH, in vitro, aumentaram significativamente em raizes e folhas. Por
outro lado, a atividade, in vivo, da redutase do nitrato decresceu
significativamente nos mesmos tecidos. A atividlade da NADH-GOGAT, in

vitro, permaneceu inalterada nas plantas submersas.

Apesar do estresse causado por restrigio de O, e luminosidade, as
plantas de inga demonstraram boa capacidade de recuperaggio de suas principais
caracteristicas fisiologicas. Depois do periodo de submersfio, em 15 dias o seu
crescimento foi retomado e restabelecido a capacidade de realizagfio de trocas
gasosas, fotossintese potencial e teores de clorofilas, cujos niveis equipararam-se

aos das plantas néio submersas.
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