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RESUMO

ZANANDREA, Ilisandra. Crescimento, anatomia, metabolismo anaerébico e
sistema de defesa antioxidante de plantas em condi¢des de alagamento.
2009. 73 p. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de investigar o efeito do alagamento de
plantas Sesbania virgata, Polygonum acuminatum e Melinis minutiflora, avaliando
sua capacidade de adaptag@o as condigdes de alagamento. Para isso, plantas das trés
espécies, contendo seis folhas completamente expandidas, foram colocadas em
tanques de alvenaria e submetidas as seguintes condi¢des: controle (ndo alagado),
alagamento das raizes e alagamento total das plantas. As avaliagdes foram realizadas
no dia da indug@o do estresse e apods 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias, para
sesbania; 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias, para erva-de-bicho e 1, 2, 3, 4 ¢ 5 dias para
capim-gordura. Apo6s 15 dias de retorno ao ambiente normoéxico, foi avaliada a
sobrevivéncia das plantas. Também foram avaliados: crescimento vegetativo (altura,
numero de folhas, massa seca da parte aérea e raizes), teor de carboidratos, atividade
de enzimas envolvidas com o metabolismo anaerdbico (desidrogenase do lactato,
descarboxilase do piruvato e desidrogenase alcodlica), atividade de enzimas do
sistema antioxidante (dismutase do superoxido, catalase, peroxidase do ascorbato,
redutase do dehidroascorbato e redutase da glutationa), além da quantificagdo de
componentes bioquimicos diretamente envolvidos com o estresse oxidativo, como o
peroxido de hidrogénio, ascorbato, dehidroascorbato e peroxidagdo lipidica.
Sesbania e erva-de-bicho s3o tolerantes ao alagamento, suportando periodos de
56 ¢ 21 dias, respectivamente. As causas desta tolerancia sdo: fotossintese ativa
durante o periodo de estresse; acamulo e utilizagdo de carboidratos nas folhas e
raizes e manutencdo do crescimento vegetativo; ativacdo do metabolismo
anaerdbico, principalmente nos passos catalisados pelas enzimas descaboxilase
do piruvato e desidrogenase alcoolica e ativagdo do sistema antioxidante e
formacdo de estruturas morfologicas, tais como aerénquimas e raizes
adventicias. Por outro lado, o capim-gordura mostrou-se intolerante ao
alagamento, apresentando sensibilidade ao estresse a partir das primeiras 24
horas, ndo suportando periodos superiores a cinco dias. Todas as caracteristicas
de tolerincia mostradas pela sesbania e erva-de-bicho foram ausentes nesta
espécie.

Palavras-chave: Sesbania virgata, Polygonum acuminatum, Melinis minutiflora,
metabolismo anaerdbico, estresse oxidativo.

* Orientador: José Donizeti Alves - UFLA
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ABSTRACT

ZANANDREA, Ilisandra. Growth, anatomy, anaerobic metabolism and
antioxidant defense sistem of plants in flooding conditions. 2009. 73 p.
Thesis (Doctorate in Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

The aim of this work was to investigate the flooding effect in Sesbania virgata,
Polygonum acuminatum e Melinis minutiflora plants, and their adaptation
capacity to flooding. Plants with six leaves completely expanded were put inside
the tanks and submited to the following conditions: control (not flooded), root
flooded and completly flooded. The evaluation was realizated in the begining of
the stress induction, and after 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days to S. virgata,
3,6,9, 12, 15, 18 and 21 to P. acuminatum, and 1, 2, 3, 4 and 5 days to M.
minutiflora. Fifteen days after return to normoxic conditions the plant survival,
vegetative growth (lenght, number of leaves, plant and roots dry mass),
carbohidrates, anaerobic metabolism enzime activity (Lactate Dehydrogenase,
Decarboxylase of pyruvate and Dehydrogenase Alcoholic), anti-oxidant enzime
activity (dismutase of superoxide, catalase, peroxidase of ascorbate,
dehydroascorbate reductase and reductase of glutathione), and biochemistry
components directly envolved with oxidative stress (hydrogen peroxide, lipid
peroxidation, ascorbate and dehydroascorbate) were evaluated. S. Virgata and
P.acuminatum are tolerant to flooding, supporting periods of 56 and 21 days
respectively. The causes of this tolerance are: Active photosyntesis during the
stress period; accumulation and utilization of carbohydrates in leaves and roots
and maintenance of vegetative growth, activation of anaerobic metabolism ,
mainly in steps catalyzed by the enzymes piruvate descarboxilase, alcohol
desidrogenase; activation of antioxidant system and formation of morphological
structures like aerenchyms and adventitious roots. The M. minutiflora showed
intolerant to flooding, showing a high sensitivity to the stress since 24 hs, and
did not support periods higher than five days.All the tolerance characteristics
showed by S. Virgata and P. Acuminatum were absent in this specie.

Keywords: Sesbania virgata, Polygonum acuminatum, Melinis minutiflora,
anaerobic metabolism, oxidative stress.

* Adviser: José Donizeti Alves - UFLA



1 INTRODUCAO

Muitas vezes, plantas em seu ambiente natural podem sofrer condi¢des
adversas, passando por periodos de estresse que podem ser breves ou
duradouros. Muitas dessas plantas desenvolveram mecanismos que as fazem
suportar as condi¢des adversas, permitindo sua sobrevivéncia.

O alagamento do solo, que pode ser causado naturalmente, por periodos
chuvosos intensos, ma drenagem natural do solo ¢ elevacdo sazonal do nivel de
rios e lagos ou artificialmente, pela acdo de represas, ¢ uma destas condigdes
adversas. Isso porque as concentra¢des de oxigénio disponiveis para as raizes
das plantas sdo rapidamente reduzidas, podendo afetar drasticamente o
crescimento e o desenvolvimento de muitas espécies.

Em determinadas épocas do ano, o nivel de agua de rios e reservatorios
pode diminuir, permitindo o surgimento de uma area de solo desnuda em suas
margens, chamada area de deplecdo. Estas areas ficam sujeitas a erosdo,
contribuindo para o assoreamento de reservatorios, diminuindo a capacidade de
acumulagdo de agua e, no caso de usinas hidrelétricas, um aumento no efeito
abrasivo nas turbinas de geracdo, causado pelas particulas solidas em suspensao.

A implantacdo de uma vegetagdo que suporte tais condi¢des contribuiria
para minimizar a erosdo e os impactos ambientais causados pela criacdo dos
reservatorios, como a submersdo de matas nativas.

Um aspecto fundamental para a implantacao de reflorestamentos ciliares
em reservatorios ou, mesmo, em rios, lagos e agudes, ¢ a escolha das espécies
adequadas. Além de serem capazes de suportar condi¢des de submersdo total ou
parcial, as plantas devem contribuir para a manuteng@o da biodiversidade, além

de proporcionar beneficios sdcio-econdmicos para as populacdes ribeirinhas.



Neste contexto, plantas com propriedades medicinais e plantas com
propriedades nutricionais que podem ser utilizadas na alimentacdo de homens e
animais, dentre outras aplica¢des, devem ser estudadas quanto a sua capacidade
de sobrevivéncia sob condigdes de alagamento, bem como os aspectos
fisiologicos que as levam a suportar tais condigdes.

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do alagamento sobre o
crescimento vegetativo, o metabolismo anaerdbico e o sistema antioxidante em
Seshania virgata, Polygonum acuminatum e Melinis minutiflora, visando a
obtencdo de dados que auxiliem no processo de sele¢cdo de plantas para a

revegetacao de areas alagadas.



2 REFERENCIAL TEORICO

Durante o seu ciclo de vida, as plantas podem passar por periodos de
deficiéncia de oxigénio em suas raizes que, dependendo do tempo e da
intensidade, podem leva-las a morte. As causas mais frequentes desse estresse
abidtico na rizosfera sdo o excesso de chuvas ou irrigagdo e solos mal drenados
ou compactados (Alves et al., 2000), grandes extensdes de terras as margens de
rios, lagos ou represas hidrelétricas que estdo sujeitas a periodos intermitentes de
alagamento (Oliveira et al., 1999).

A inunda¢do parcial ou total do solo ¢ prejudicial para o
desenvolvimento da maioria dos vegetais, inibindo o crescimento e, em casos
mais severos, pode resultar em morte da planta. Algumas espécies, entretanto,
possuem notavel capacidade de tolerar ou, até mesmo, resistir a estas condicdes,
podendo crescer vigorosamente em resposta ao alagamento (Costa et al., 2006).
Tais espécies possuem estratégias adaptativas a este estresse, garantindo, com
isso, a abundédncia e a diversidade em solos inundaveis nos diferentes
ecossistemas (Bailey-Serres & Voesenek, 2008).

As praticas de conservacdo visam diminuir a intensidade dos processos
de erosdo, fundamentando-se na manuten¢do da cobertura vegetal. O impacto
direto da 4gua no solo causa desagregacdo de suas particulas, tornando-as mais
vulnerdveis ao arraste mecanico causado pelo escoamento superficial das dguas.
Geralmente, os maiores problemas de erosdo ocorrem nos primeiros anos de
implantagdo de espécies arboreas, pois elas se apresentam pouco desenvolvidas
e, assim, produzem uma cobertura insuficiente do solo. Neste caso, as técnicas
mais recomendadas incluem plantio de leguminosas intercaladas com espécies
arboreas, servindo, assim, como adubos verdes (Wadt, 2003).

As raizes, em geral, obtém oxigénio (O,) suficiente para a respiracdo

aerobica diretamente do espago gasoso no solo, em um solo bem drenado ¢ bem



estruturados, permitem a difusdo de O, em maior profundidade (Voesenek et al.,
2006). Entretanto, sob condigdes de alagamento, a difusdo do O, no solo se torna
muito baixa, gerando um ambiente hipdxico (deficiéncia de O,), que pode
facilmente se tornar anoxico (auséncia de O,) pela respiracdo de microrganismos
e orgaos vegetais submersos. Isso pode provocar distirbios metabolicos nas
plantas, diminuindo o seu crescimento vegetativo, prejudicando o crescimento
reprodutivo e, se o periodo for mais prolongado, pode levar a planta a
senescéncia e a morte (Bailey-Serres & Voesenek, 2008).

A anoxia, ou hipoxia, sofrida pelo sistema radicular em plantas
inundadas em um primeiro momento, provoca queda imediata na respiracao das
raizes (Liau & Lin, 1995), inibindo a producdo de ATP e o consequente
suprimento de energia para o crescimento e o desenvolvimento geral da planta.
A fim de suprimir o déficit de energia promovido pelo alagamento, algumas
espécies redirecionam as vias metabdlicas para garantir a produgéo extra de ATP
por meio do aumento na taxa de fermentagdo (Kumutha et al., 2008).

Na auséncia do O,, o piruvato produzido pela glicolise ¢ inicialmente
fermentado a lactato. A producdo de protons pela glicolise e outras rotas
metabolicas, assim como o decréscimo da translocacdo de prétons através da
membrana plasmatica e tonoplasto, leva a uma diminuigdo do pH citosoélico. Na
sequéncia, com pH mais baixo, a atividade da desidrogenase latica (LDH) ¢
inibida ¢ a da descarboxilase do piruvato (PDC) ativada, gerando, com isso, um
aumento na atividade da desidrogenase alcodlica (ADH) e, como consequéncia,
um aumento na producdo de etanol com o concomitante decréscimo na produgdo
de lactato. A indu¢do da ADH permite que a glicélise continue a produzir
piruvato, bem como a reciclagem do NAD". A rota de fermentagio do etanol ao
consumir mais protons que a rota do lactato faz com que o pH citossélico
aumente, acentuando assim a capacidade da planta sobreviver sob anoxia

(Ricard et al., 1994), uma vez que a acidificagdo do citoplasma ¢ um dos



maiores determinantes da intolerancia a deficiéncia de O, (Drew, 1997). Apesar
destas vantagens, a producdo de ATP é 18 vezes menor. Isto, no entanto,
garante, em muitos casos, um nivel de energia minimo, essencial 2 manutengao
da vida da planta.

A fermentacdo de carboidratos permite manter a produgdo de ATP na
auséncia de O,, embora com uma produgdo de energia reduzida, pois, na
fermentacdo, produzem-se somente duas moléculas de ATP por molécula de
glicose, em vez de 36 moléculas produzidas pelo metabolismo aerdbico. O baixo
rendimento energético do metabolismo anaerdbico, geralmente, ¢ compensado
pela aceleragdo da glicolise, o chamado “efeito Pasteur”, para satisfazer as
exigéncias por ATP (Summer et al., 2000). Em algumas plantas sob hipoxia, ha
uma eficiente mobilizagdo de polissacarideos de reserva, especialmente na parte
aérea, promovendo aumento na taxa glicolitica nos tecidos. Entretanto, muitas
espécies diminuem o metabolismo ao nivel minimo, apenas para a manutencao
da sua sobrevivéncia.

A falta de O, interfere diretamente na respiragdo, no ambito de
transporte de elétrons, paralisando a fosforilagdo oxidativa e, consequentemente,
levando a redugdo na carga energética e ao retardo na atividade metabdlica
(Mustroph & Albrecht, 2007). A saturacdo da cadeia oxidativa com elétrons
resulta no acimulo de NADPH e NADH. Altos niveis de equivalentes redutores,
baixa carga energética e componentes da cadeia de transporte de elétrons
saturados oferecem condig¢Ges favoraveis para a formacdo de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Biemelt et al., 1998). Em face da
espontaneidade das rea¢des em organismos adaptados ao modo de vida aerdbico,
o aparecimento de radicais livres intracelulares ¢ normal, durante o ciclo de vida
das plantas. Esses radicais, no entanto, passam a ter um efeito prejudicial ao
organismo quando ha aumento excessivo na sua produgdo ou diminui¢do de

agentes oxidantes, resultando em estresse oxidativo (Resende et al., 2003).



O aumento de EROs ¢ comumente observado sob determinadas
condi¢des de estresse, quando o equilibrio da sua formagdo e detoxificagdo ndo
pode ser mantido. Dentre as principais EROs que causam danos celulares pela
oxidag¢do de lipidios, proteinas e acidos nucleicos, destacam-se o radical
superdxido (0,), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o O, singleto ('O, ) ¢ o
radical hidroxila (OH") (Pastori & Foyer, 2002; Apel & Hirt, 2004; Neill et al.,
2008).

O O, molecular é relativamente ndo reativo € ndo toxico, devido a
estrutura estavel dos elétrons na sua camada externa. Entretanto, alteragdes na
distribuicdo dos elétrons podem provocar a sua ativacdo e influenciar os
sistemas biologicos. As EROs podem ser geradas dentro das células como
resultado da excitacdo ou um “leve toque” no elétron externo, formando '0,, ou
de uma sucessiva adicao de elétrons ao O, molecular, produzindo 02*', H,0; e
OH’. Por serem eletronicamente instaveis, estas moléculas sdo altamente
reativas com um grande nimero de compostos, retirando um elétron a fim de se
estabilizar (Elstner, 1987). Com a perda desse elétron cria-se um novo radical
livre, que ird deflagrar uma reagdo em cadeia, caracterizando, com isso, o
estresse oxidativo, lesando seriamente varios componentes celulares, dentre eles,
lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (Smirnoff, 1993).

Em plantas, esta bem caracterizado que, sob condi¢gdes alagamento do
solo, ocorre um aumento descontrolado de radicais livres nas células. De acordo
com Blokhina et al. (2003), o acetaldeido, normalmente acumulado sob essa
condigdo estressante, pode funcionar como doador de elétrons ativando o 02*'
que, ao sofrer dismutacao pela acdo da dismutase do superdxido (SOD), forma
H,0,, cujo nivel (desintoxicacdo) ¢ regulado pela catalase, por diversas
peroxidases e pelo ciclo ascorbato-glutationa. Esse ciclo é caracterizado por uma

série de reacdes redox acopladas, envolvendo enzimas peroxidase do ascorbato



(APX), redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do
dehidroascorbato (DHAR) e redutase da glutationa (GR) (Jiménez et al., 1998).

Para sobreviver ao alagamento, os organismos que possuem um modo de
vida aerdbico desenvolveram sistemas de remocdo das EROs. O sistema
antioxidante enzimatico ¢ de fundamental importdncia para aumentar a
tolerancia da planta ao estresse. Dentre as principais enzimas, a SOD, a catalase
(CAT) e a APX s2o0 as que tém recebido maior atengdo, no que concerne a esse
mecanismo de protecdo (Apel & Hirt, 2004). Adicionalmente, mecanismos
antioxidantes ndo-enzimaticos, caracterizados pelo acumulo de antioxidantes de
baixo peso molecular, como glutationa, ascorbato e carotenoides, também sao
capazes de neutralizar a a¢do tdxica dos radicais livres (Salisbury & Ross, 1992).

A primeira enzima que faz parte do sistema antioxidante enzimatico ¢ a
SOD, considerada uma enzima chave, uma vez que, além de remover o &nion
superoxido (0,"), é capaz de controlar outras EROs (Bowler et al., 1992). Esta
enzima esta presente em todos os compartimentos celulares susceptiveis ao
estresse oxidativo (Bowler et al., 1992). Yan et al. (1996), trabalhando com
milho alagado, observaram que, em niveis de O, elevados, as atividades da
SOD e de outras enzimas antioxidantes aumentaram, ji no primeiro dia de
alagamento.

O H,0O, pode ser produzido pela agdo da SOD ou pela B-oxidacdo.
Nestes casos, o H,O, ¢ principalmente detoxificado pela CAT, enquanto que em
outros compartimentos subcelulares ele pode também fazer parte da reacdo da
APX. Sendo assim, o nivel de HO, na célula é regulado enzimaticamente por
um arranjo da CAT, da APX e da peroxidase do guaiacol (POD), localizadas em
quase todos os compartimentos celulares (Willekens et al., 1995; Asada, 1997;
Asada, 1999).

A CAT e a APX localizam-se, predominantemente, em peroxissomas,

entretanto, podem ser encontradas também no citosol, em mitocondrias ou em



cloroplastos (Cakmak et al., 1993; Willekens et al., 1995). Uma redugdo na
atividade da APX pode provocar um aumento das EROs e induzir danos
oxidativos, prejudicando o desenvolvimento da planta (Shi et al., 2008). Esta
enzima utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para reduzir o
H,0, a 4gua, gerando monodehidroascorbato, que pode ser diretamente reduzido
a ascorbato pela agdo da MDHAR (Polle & Rennenberg, 1993; Asada, 1999;
Shigeoka et al.,, 2002), formando ascorbato e dehidroascorbato. Este
dehidroascorbato ¢ reduzido a ascorbato enquanto a glutationa ¢ oxidada por
meio da agdo da DHAR (Asada, 1999).

A glutationa reduzida ¢ um tripeptidio abundante em tecidos de plantas e
além de, juntamente com sua forma oxidada, manter um balango redox nos
compartimentos celulares, atua na elimina¢do do H,O, citosolico e reage nio-
enzimaticamente com outras EROs, como 'O,, O, ¢ OH’ (Blokhina et al.,
2003). Apesar disso, sua maior importancia no sistema antioxidante esta em sua
habilidade em regenerar outros antioxidantes, como o acido ascorbico. Tal
funcdo ocorre via ciclo ascorbato-glutationa, em que sua redugdo ¢ realizada
pela redutase da glutationa (GR). A GR esta presente no cloroplasto e no citosol
(Asada, 1997) e mantém alta razdo de glutationa reduzida/glutationa oxidada. A
GSSG neste processo ¢ regenerada pela GR, com gasto de NADPH que, por sua
vez, ¢ recuperado pela glicose-6-fosfato desidrogenase, mantendo-se assim o
nivel de glutationa reduzida (Polle & Rennenberg, 1993).

A inducdo da peroxidagdo de lipidios ¢ um dos efeitos mais danosos das
EROs e um indicativo de sua producdo, devido a sua reagdo com acidos graxos
insaturados, causando a ruptura de membranas essenciais da plasmalema ou de
organelas intracelulares, formando compostos como o malondialdeido (MDA)
(Scandalios, 1993).

Apesar de os organismos aerobicos disporem de vantagens energéticas

significativas utilizando o O, molecular como um oxidante terminal na



respiracdo, a presenca do O, no ambiente celular constitui uma ameaga oxidativa
constante as suas proprias estruturas e processos, devido ao seu potencial de agir
como redutor parcial e, assim, formar as EROs (Mallick & Mohn, 2000) que
podem se tornar altamente destrutivas para células e tecidos se sua produgdo nio
for estritamente controlada. A formac¢ao de EROs é uma consequéncia inevitavel
do metabolismo dos organismos aerdbicos e provoca estresse oxidativo devido a
sua acdo toxica e mutagénica sobre as células (Rice-Evans et al., 1991).

Todas as alteragdes que ocorrem na planta sob alagamento parecem estar
relacionadas aos mecanismos de tolerancia, levando a um ajustamento
metabolico e morfoanatdmico que permite as plantas sobreviverem por periodos
mais prolongados em condi¢des de hipoxia (Drew, 1997; Pereira et al., 2008).

As plantas em condi¢des de alagamento podem produzir o aerénquima,
que ¢ um tecido especializado em armazenamento de oxigénio, produzido pela
apoptose celular desencadeada pelo etileno (Drew, 1997). Outro parametro
radicular que pode ser alterado com o alagamento ¢ a porosidade das raizes, que
esta relacionada a difusdo de gases pelos tecidos (Insausti et al., 2001). O
desenvolvimento do aerénquima leva a formagdo de espagos intercelulares,
conectados ao longo do eixo da raiz, que facilitam a difusdo de gases
(Gunawardena, 2008) e, consequentemente, permitem melhor distribui¢do do O,
nos tecidos das plantas (Pereira et al., 2008).

O desenvolvimento do aerénquima em plantas surge pelo afastamento
(aerénquima esquisodgeno) entre células na regido da lamela média, formando
grandes espagos intercelulares, como também ¢ resultado da hidrélise da parede
celular e eventual lise celular (aerénquima liségeno), promovida por etileno
enddgeno (Cutter, 1978). Ranunculus repens apresentou maior desenvolvimento
de aerénquimas em estudo realizado com quatro espécies de ranunculaceas (He
et al.,, 1999). Em estudo realizado com plantulas de milho cv. Saracura-BRS

4154, a hipoxia induziu o desenvolvimento de grandes espacos intercelulares,



formando aerénquima lisigeno, tanto em raizes como em coledptiles, devido ao
aumento na atividade de celulase (Dantas et al., 2001).

Estudos demonstraram que a tolerancia a submersdo em genoétipos de
arroz foi distinguida por uma alta taxa inicial de glicdlise, que diminuiu com a
continuacdo do estresse. Apdés um prolongado periodo de submersdo, essas
plantas possuiam menor taxa de crescimento, grande quantidade de amido e
carboidratos soluveis, e menores niveis de aldeido que cultivares sensiveis
(Singh, 2001). Assim, uma habilidade para limitar o consumo de carboidratos ¢
benéfica para tolerancia a submersao, nestas plantas. H4 um requerimento para a
conservacdo de energia que envolve ajustamentos na expressdo génica,
metabolismo de carboidratos e producdo de ATP. Para que a planta sobreviva
em caso de baixa disponibilidade de O,, ¢ necessario um balango entre a quebra
de reservas para producdo de ATP, pois isso pode levar a producdo de EROS,
que ¢ prejudicial a planta (Fukao & Bailey-Seres, 2004).

A espécie Sesbania virgata, pertencente a familia Fabaceae, caracteriza-
se por ser uma planta perene, ereta, arbustiva, muito ramificada, que possui
folhas compostas (Lorenzi, 2000). E considerada tolerante ao alagamento, pois
pode sobreviver em regides nas quais a agua atinge altura de 1 a 2 m, por varias
semanas, podendo ser utilizada em programas de recuperacdo de Aareas
degradadas, uma vez que suas sementes apresentam dorméncia tegumentar
(Roberts, 1981). Pode ser encontrada em margens de estradas, campos alagaveis
e terrenos baldios. Desenvolve raizes adventicias e formacdo de aerénquima,
como forma de adaptagdo (Shiba & Daimon, 2003). A espécie tem vida curta, de
8 a 9 anos, com capacidade moderada de competir com gramineas e rebrotar da
cepa apos corte ou fogo. Trata-se de uma planta de interesse para revegetacdo de
areas degradadas, sendo utilizada com sucesso em ambiente ciliar (Pott & Pott,

1994).
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Polygonum acuminatum, planta pertencente a familia Polygonaceae, ¢
uma planta herbacea que atinge aproximadamente 1m de altura, possui folhas
simples, opostas, glabras, inflorescéncias racemosas e flores brancas. Difere das
outras espécies de Polygonum, por ser mais vigorosa. Pode ser encontrada em
brejos e locais alagados e banhados, sendo considerada tolerante ao alagamento
(Moraes et al., 2001).

Melinis minutiflora é uma graminea nativa da Africa que foi introduzida
no Brasil com a finalidade de atuar como forrageira e formar pastagens por ser
uma planta rustica e de rapido crescimento. Reproduz-se tanto por semente
como vegetativamente (Martins et al., 2004). Ocorre com muita frequéncia nas
areas de pastagens da maioria dos estados da regido Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil, sendo sensivel ao alagamento. As sementes podem apresentar uma ligeira
dorméncia at¢ um més apos a colheita, podendo ser armazenadas por até seis

meses (Andrade, 1983).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal
Neste trabalho foram utilizadas as espécies Seshania virgata (sesbania),

Polygonum acuminatum (erva-de-bicho) e Melinis minutiflora (capim-gordura),
por fazerem parte de um estudo de revegetacdo ciliar do Alto Rio Grande e

margens dos reservatorios das usinas de Itutinga e Camargos, MG.

3.2 Obtencdo das plantas

As sementes de sesbania, cedidas pelo Laboratério de Sementes
Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, foram
lavadas com hipoclorito de sodio a 0,5% (v/v), por 10 minutos, envolvidas em

papel de germinagio tratado com Benlat® a 0,1% (m/v) para evitar contaminag&o
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fingica, e colocadas para germinar, em camara de germinagdo imida (modelo
Mangelsdorss) no escuro, com temperatura de 27+2°C. O periodo de germinacdo
foi de cinco dias, sendo selecionadas as plantas mais vigorosas que foram
transferidas para sacos plasticos com capacidade para 1L, contendo uma mistura
de terra, areia e esterco, na propor¢do de 1:1:1 e mantidas em casa de vegetagao.

Sementes de erva-de-bicho e capim-gordura, coletadas no campus da
UFLA, foram lavadas com hipoclorito de sodio a 0,5% (v/v), sendo, em seguida,
colocadas para germinar, por 15 dias, em bandejas contendo Plantmax®. As
plantas foram transferidas para sacos plasticos com capacidade para 1L,
contendo uma mistura de terra, areia e esterco, na propor¢do de 1:1:1 e mantidas

em casa de vegetagao.

3.3 Condigdes ambientais do experimento

Plantas contendo seis folhas completamente expandidas foram colocadas
em tanques de alvenaria (4m x Im x 0,8m de comprimento, largura e altura,
respectivamente) e submetidas a trés diferentes condi¢des: controle (ndo
alagado), alagamento somente das raizes (nivel de agua até a altura do coleto) e
completa submersdo das plantas (totalmente alagadas). Os tanques foram
cobertos com sombrite, com 30% de interceptagdo da radiagdo solar.

As avalia¢Ges foram realizadas no dia da indugdo do estresse e apos 7,
14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias para sesbania; 3, 6, 9, 12, 15, 18 ¢ 21 dias para
erva-de-bicho e 1, 2, 3, 4 e 5 dias para capim-gordura. A definicdo dos periodos
de submersdo foi baseada em testes realizados antes da montagem do
experimento. Apdés cada periodo, plantas foram retiradas da submersdo e
colocadas em ambiente normoxico, mantendo-se o solo com nivel de umidade
proximo a capacidade de campo. Aos 15 dias de retorno a esta condigdo, foi
avaliada a sobrevivéncia das plantas, baseando-se no enverdecimento,

desenvolvimento de brotos e vigor vegetativo. As demais plantas foram
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utilizadas para as andalises de crescimento, enzimaticas, bioquimicas e
anatomicas. Para tanto, foram coletadas amostras de raizes e¢ folhas que foram
imediatamente armazenadas a -80°C, para posterior analise. O delineamento
experimental foi blocos ao acaso, com trés repeticdes para cada periodo de

coleta.

3.4 Crescimento vegetativo

Para as avaliagcdes do crescimento vegetativo foram quantificadas as
massas fresca e seca de folhas, caules e raizes. Adicionalmente, foram avaliados
também o niimero de folhas, o comprimento das raizes e a altura das plantas. As
alturas das plantas de sesbania e erva-de-bicho foram avaliadas medindo-se a
distancia entre o coleto e o apice caulinar, e, para o capim-gordura, mediu-se a

distancia entre a regido do coleto e a ligula da folha mais jovem.

3.5 Carboidratos

Os carboidratos soluveis foram extraidos da massa seca de folhas e
raizes pela homogeneizagdo de 300 mg de massa seca em 5 mL de tampao
fosfato de potassio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a
40°C. O homogenato foi centrifugado, a 5.000 x g por 10 minutos, coletando-se
o sobrenadante. O processo foi repetido por duas vezes e os sobrenadantes
combinados.

Para a extragdo do amido, o pellet da centrifugagdo anterior foi
novamente ressuspendido em 8 mL do tampao acetato de potassio 200 mM, pH
4,8 e colocado em banho-maria, a 100°C, por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2 mL da solucdo da enzima amiloglucosidase, contendo 12,6
unidades e novamente incubado em banho-maria, a 40°C, por duas horas. Apds
a centrifugagdo a 5.000 x g por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado ¢ o

volume completado para 15 mL.
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Para a quantificacdo dos agucares soluveis totais (AST) e do amido,
utilizou-se o método da Antrona (Dische, 1962). A quantificacdo dos aglicares

redutores (AR) seguiu o protocolo descrito por Miller (1959), através de DNS.

3.6 Atividades enzimaticas
3.6.1 Enzimas do metabolismo anaerdbico
3.6.1.1 Desidrogenase alcodlica e Desidrogenase latica

Para a atividade da desidrogenase alcodlica (ADH) e desidrogenase
latica (LDH), 200 mg de tecido radicular foram macerados em N, liquido e
homogeneizados em tampao contendo Tris-HC] 50 mM (pH 6,8), glicerol 15%
(v/v), PB-mercaptoetanol 10 mM e PVPP 6% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 x g, por 15 minutos, a 4°C, coletando-se o sobrenadante
para a incubacdo (Yamanoshita et al., 2005). Aliquotas de 100 pL do
sobrenadante foram adicionadas a um tampao de incubagao especifico para cada
enzima. O tampao de incubagdo para a ADH foi composto por Tris-HCI 150
mM (pH 8,0) e NAD" 0,3 mg mL", incubando-se a 30°C, por 15 minutos,
adicionando-se 1% de etanol (v/v) na hora da leitura, realizada em
espectrofotometro, a 340 nm, durante trés minutos, acompanhando-se a reducdo
do NAD". O célculo da atividade enzimatica foi dado pela quantidade de NADH
produzido por minuto de incubac¢do. Para a LDH, utilizou-se tampao de
incubagdo composto por Tris-HCl1 150 mM (pH 8,0), NAD" 0,3 mg mL" ¢
cloreto de magnésio 1,25 mM, incubando a 30°C, por 30 minutos. Adicionou-se,
ainda, lactato de s6dio 60%, na hora da leitura no espectrofotometro, sendo

realizada nas mesmas condigoes que a ADH.
3.6.1.2 Descarboxilase do piruvato

Para a atividade da descarboxilase do piruvato (PDC), 300 mg de tecido

radicular foram macerados em N, liquido e homogeneizados no tampao de

14



extragdo contendo Tris-HC1 100 mM (pH 8,0), ascorbato de sdédio 10 mM, DTT
10 mM, BSA 50 mmol L' e 5% de glicerol (v/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 g, por 20 minutos, a 4°C. Para a incubagdo, utilizaram-se
tampao composto por MES 85 mM (pH 6,5), tiamina pirofosfato 0,5 mM,
cloreto de magnésio 0,5 mM, NADH 0,15 mM e 14 unidades de ADH.
Adicionaram-se extrato enzimatico e piruvato de sé6dio 10 mM na hora da leitura
no espectrofotdmetro. Nesta reacdo, o acetaldeido produzido pela PDC foi
reduzido pela ADH, oxidando o NADH, sendo monitorado a 340 nm, por 3
minutos (Kato-Noguchi, 2000).

3.6.2 Enzimas do metabolismo antioxidante

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de tecido radicular
foram macerados em N, liquido e homogeneizados no seguinte tampao de
extragdo: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascérbico
1 mM. Os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, por 20 minutos, a
4°C, coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas da dismutase do
superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), redutase do
dehidroascorbato (DHAR) e redutase da glutationa (GR) (Biemelt et al., 1998).

3.6.2.1 Dismutase do superoxido

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977) em
um meio de incubagdo composto por fosfato de potdssio 50 mM, pH 7.8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 pM. Os tubos
com o meio de reagdo e a amostra foram iluminados, por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20W. Para o controle, o0 mesmo meio de reacdo sem a
amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram

realizadas a 560 nm e o célculo da enzima foi feito com a seguinte equagdo: %
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de inibigdo = (As¢y amostra com extrato enzimatico — Asg controle sem
enzima)/(Asq controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas

condig¢des do ensaio.

3.6.2.2 Catalase

A CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3
minutos, em um tampao de incubagdo contendo fosfato de potassio 200 mM, pH
7,0 e HO, 12,5 mM, incubado a 28°C, em que foi monitorado o consumo do

peroxido de hidrogénio (Havir & McHale, 1987).

3.6.2.3 Peroxidase do ascorbato

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano & Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O tampao de
incubagdo foi composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, acido ascérbico

0,5 mM e H,0, 0,1 mM.

3.6.2.4 Redutase do dehidroascorbato

A atividade da DHAR foi realizada segundo Nakano & Asada (1981),
em que o tampdo de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH
7,0, glutationa reduzida 2,5 mM, dehidroascorbato (DHA) 0,2 mM e EDTA 0,1
mM foi colocado em banho-maria, a 28°C, e a leitura realizada a 265 nm,
observando-se o aumento na absorbancia, que indicava a formag¢ao de ascorbato

(Nakano & Asada, 1981).
3.6.2.5 Redutase da glutationa

Para atividade da GR, foi utilizado o método de Cakmak et al. (1993),

monitorando-se a taxa de oxidagdo do NADPH por meio do decréscimo na
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absorbancia a 340 nm por 3 minutos. O meio de incubagdo foi composto de
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, glutationa oxidada 1 mM ¢ NADPH
75 uM.

3.7 Avaliagdes bioquimicas
3.7.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico, conforme descrito por Buege & Aust
(1978). Duzentos miligramas de tecido radicular foram macerados em N, liquido
acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em dacido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10
minutos. Aliquotas do sobrenadante foram adicionados ao meio de reagdo (0,5%
(m/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 10% (m/v) de TCA), incubando-se, em
seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reagdo foi paralisada por resfriamento rapido
em gelo e as leituras foram determinadas em espectrofotometro, a 535 nm e 600
nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidacdo. A concentragdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela
seguinte equagao:

[MDA] = (Asss — Ag00)/(E.b),

em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10™ cm™); b (comprimento

otico=1)

A peroxidagdo foi expressa em nmol de MDA g™ de matéria fresca.

3.7.2 Peréxido de hidrogénio

Cem miligramas de tecido radicular foram macerados em nitrogénio
liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados,, a 12.000 g por 15

minutos, a 4°C. O H,0, foi determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm em
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um meio de reagdo contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, 500

uL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio (Velikova et al., 2000).

3.7.3 Ascorbato e dehidroascorbato

Ascorbato (Asc) e dehidroascorbato (DHA) foram determinados
conforme descrito por Arakawa et al. (1981), com algumas modificagdes. Cem
miligramas de tecido radicular foram macerados em TCA 5% (m/v) e o
homogeneizado centrifugado a 10.000 x g, por 15 minutos, a 4°C. Ascorbato
total (Asc + DHA) foi determinado ap6s a redugdo do DHA pelo dithiothreitol
(DTT). Trinta microlitros do sobrenadante foram adicionados ao meio de reagao
composto por TCA 5% (m/v), DTT 0,06% (m/v) e fosfato de sodio 0,2 M, pH
entre 7 e 8 (ajustado com NaOH 1,2 M). Apds incubagdo em temperatura
ambiente, por 10 minutos, foi adicionado N-ethylmaleimide 0,24% (m/v) e o pH
de cada tubo aferido e ajustado entre 1 e 2, pela adi¢do de TCA 20% (m/v). Em
seguida, adicionaram-se acido fosforico (H;PO,) 4% (v/v), bathophenantrolina
0,5% (p/v) e FeCl; 0,03% (m/v), homogeneizando-se a mistura vigorosamente e
incubando-a, a 30°C, por 90 minutos. As leituras foram realizadas a 534 nm.

O ascorbato foi determinado conforme ja descrito, substituindo-se o
DTT por etanol 95% em igual volume. Os valores de DHA foram obtidos pela
diferenca entre os valores de ascorbato total e ascorbato. Todas as solugdes

foram preparadas em etanol 95%, exceto o TCA e o fosfato de sddio.

3.8 Gel de atividade

A atividade das enzimas ADH, SOD e CAT também foi avaliada pelo
método PAGE ndo-desnaturante em gel de poliacrilamida 10%. Os extratos
enzimaticos foram quantificados pelo método de Bradford (1976), sendo
aplicados 20 pg de proteina em cada canaleta do gel. Apos a corrida a 100 V, a

incubagdo e a revelagdo do gel foram realizadas conforme Alfenas (2004). O gel
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da ADH foi incubado, a 37°C, no escuro, por 30 minutos, em 50 mL de tampao
Tris-HC1 100 mM (pH 7,5), contendo 15 mg de NAD", 2 mg de PMS, 10 mg de
MTT e 3 mL de etanol 95%.

Para a SOD, incubou-se o gel a 30°-37°C exposto a luz até o surgimento
das bandas em 100 mL de tampao Tris HCL (pH 8,5) 0,05M, contendo 4 mg de
riboflavina, 300 mg de EDTA e 20 mg de NBT. O gel de atividade da CAT foi
incubado, por 5 minutos, em solu¢cdo de H,O, 0,01% (v/v), sob agitagdo. Em
seguida, foi lavado com &gua destilada e incubado em uma solugdo de
ferrocianeto de potassio 1% (m/v) e cloreto de ferro 1% (m/v), até o surgimento

das bandas.

3.9 Avaliagdes anatémicas

Para a avaliagdo das caracteristicas anatOmicas, raizes das plantas em
cada condigdo de crescimento foram coletadas e fixadas em FAA 70
(formaldeido, acido acético e alcool etilico), por 72 horas e, posteriormente,
conservadas em alcool 70% GL (Johansen, 1940).

Utilizou-se microtomo de mesa para a obtengdo das se¢des transversais
das raizes. Para o preparo das laminas, apos lavagem em agua destilada, as
secOes transversais foram coradas com uma mistura de azul de astra e safranina
(Kraus & Arduin, 1997). Para a montagem das laminas, utilizou-se glicerina
50% e as fotomicrografias foram feitas em microscopio Olympus BX-60

acoplado a uma maquina fotografica modelo Canon Power Shot A620.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do alagamento sobre o crescimento e a sobrevivéncia das plantas

Ao final do periodo de 56 dias de avaliagdo do experimento, as plantas
de sesbania alagadas somente nas raizes mantiveram um bom grau de
enfolhamento, porém, em menor propor¢do que as plantas controle (Figura 1A).
Ja aquelas totalmente alagadas comecaram a perder suas folhas a partir dos
sétimo dia ap6s o inicio dos tratamentos, com desfolha total aos 28 dias.

Em relagdo ao tamanho, a sesbania, quando alagada, apresentou, ao
longo do experimento, diferenga expressiva no seu crescimento (Figura 1B).
Esta diferenca foi mais evidente a partir de quatro e trés semanas, para as plantas
alagadas nas raizes e totalmente alagadas, respectivamente. Ao final do periodo
de estudo, houve um ganho médio em altura de 192% para aquelas que foram
alagadas apenas no sistema radicular e de 126%, quando totalmente submersas.
Neste mesmo espago de tempo, as plantas controle obtiveram um acréscimo em
altura de 82%. Estes resultados demonstram que a sesbania mostrou-se tolerante
ao alagamento, mesmo quando totalmente alagada, uma vez que, apesar da
desfolha, as plantas nesta condi¢do continuaram a crescer em altura até o 21°
dia. Entretanto, a limitag@o exposta ao crescimento pela perda das folhas a partir
deste periodo, observada principalmente pela queda na produgdo de massa seca
das plantas totalmente alagadas, demonstra a importancia das folhas no processo
de produgdo de esqueletos carbOnicos necessarios para a manutencdo € o
crescimento das plantas.

Erva-de-bicho alagada apenas nas raizes apresentou, & semelhanga do
controle, um aumento progressivo no numero de folhas, alcancando, aos 21 dias,
quando terminou o periodo de avaliacdo, um acréscimo de 64% no seu grau de
enfolhamento (Figura 1C). J4 as que foram totalmente alagadas enfolharam até

nove dias apds o inicio do estresse, quando comegaram a amarelar e a perder
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suas folhas gradativamente, chegando ao final do periodo de estudo com 78% do
total inicialmente observado. Ja em relagdo ao tamanho, observou-se que as
plantas sob estresse obtiveram ganhos expressivos, notadamente a partir dos
nove dias, chegando ao final do experimento com altura 4,6 ¢ 5,1 vezes maior
que as do inicio, respectivamente, para as alagadas nas raizes e totalmente
alagadas (Figura 1D). No mesmo periodo, as plantas controle cresceram 2,3
vezes mais. Estes resultados demonstram que a desfolha parcial das plantas
totalmente alagadas, ao contrario do observado para a sesbania, ndo chegou a
prejudicar o seu crescimento em altura.

Para o capim-gordura, espécie considerada sensivel ao alagamento, o
enfolhamento das plantas comecgou a se diferenciar em fungao dos tratamentos ja
aos quatro dias do inicio do experimento (Figura 1E). Desse modo, aos cinco
dias, quando o experimento foi finalizado, praticamente todas as plantas,
independentemente do tratamento, mantiveram o enfolhamento, embora tenha
ocorrido um discreto aumento em relagdo ao periodo inicial em proporgdes
diferentes entre os tratamentos controle e alagado nas raizes na ordem de 33% e
11%, respectivamente. Nas plantas totalmente alagadas, o enfolhamento final foi
semelhante ao inicial. J4 para o crescimento em altura, as plantas ao final de
periodo de avaliacdo apresentaram um pequeno acréscimo, proporcional ao nivel
de estresse, ou seja, as plantas alagadas nas raizes e totalmente submersas
cresceram 11% e 28%, em relacdo ao periodo inicial (Figura 1F). J& as plantas
controle mostraram um crescimento na ordem de 16%.

O crescimento da parte aérea representa uma resposta adaptativa
importante de algumas plantas tolerantes a hipoxia (Bloom et al., 1993) e o
etileno é o principal responsavel pelo alongamento do caule em resposta a
submersdo, resultando no contato da parte aérea com a atmosfera. Este
fitormoénio é produzido continuamente na planta, mas, durante o alagamento,

pode ser acumulado em grande quantidade, em razdo do seu baixo coeficiente de
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difusdo na agua, provocando senescéncia e abscisdo precoce das folhas.
Produgdo de raizes adventicias e formagdo de aerénquima em plantas cultivadas
em solos hidromorficos também sdo creditadas a elevacdo nos niveis de etileno

nestas plantas (Brailsford et al., 1993).
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O comportamento da matéria seca das plantas (Figura 2), de maneira
geral, refletiu os resultados obtidos com a analise do numero de folhas e da

altura das plantas (Figura 1). As plantas de sesbania do tratamento controle e sob

alagamento das raizes aumentaram gradativamente a massa seca da parte aérea,
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do inicio até o fim do experimento (Figura 2A) como resultado do enfolhamento
e do crescimento em altura (Figura 1A). Neste ponto, é importante destacar que
o acumulo de massa seca da parte aérea em plantas submetidas ao alagamento
nas raizes foi 80% superior ao observado no controle. Este fato mostra que a
sesbania ¢ uma espécie bastante tolerante ao alagamento na zona radicular, uma
vez que consegue crescer em altura e emitir novas folhas em niveis mais
elevados que as plantas em condi¢des de normoxia.

Ja as plantas totalmente submersas acumularam massa seca até o 21° dia
e, a partir dai, decresceram gradativamente até o final do experimento, chegando
a 40% daquele observado nas plantas controle. O acimulo de matéria seca da
parte aérea até os 21 dias de avaliacdo ocorreu tdo somente devido ao
desenvolvimento do caule, tanto no sentido lateral quanto longitudinal dentro
deste periodo (Figura 1A) ja que, no mesmo intervalo de tempo, ndo houve
acréscimo no numero de folhas (Figura 1B). Por outro lado, o decréscimo na
matéria seca da parte aérea a partir dos 21 dias de experimento se deu em funcao
da desfolha iniciada uma semana antes (Figura 1A).

Para a sesbania, o continuo crescimento das raizes das plantas alagadas
nas raizes, durante todo o periodo (Figura 2B), mostra que as folhas estavam
fotossinteticamente ativas, com capacidade suficiente para manter o crescimento
da parte aérea e ainda fornecer carboidratos para o crescimento radicular. O
acréscimo da massa seca das raizes das plantas de sesbania alagadas
parcialmente deve-se ao aumento significativo no nimero de raizes adventicias,
sendo esse aumento verificado ja na primeira avaliacdo, aos sete dias de
alagamento. Essa formacdo de raizes adventicias em plantas alagadas foi
relatada em muitos trabalhos, sendo esse fendmeno fortemente ligado a
mecanismos adaptativos das plantas, correlacionados com o aumento da
absorcdo de agua, compensando o dano ao sistema radicular existente (Liao &

Lin, 1995). Resultados semelhantes também foram observados por Shiba &
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Daimon (2003), ao estudarem o comportamento de algumas plantas do género
Seshania submetidas a condigdes de alagamento, em que houve formagdo de
raizes adventicias e aerénquima, como forma de adaptacdo. Estudos realizados
com Sebastiana comersoniana (Kolb et al., 1998) e Glycine max (Thomas,
2004) também mostraram surgimento de raizes adventicias e aerénquimas em
plantas com sistema radicular alagado.

A forte dependéncia das folhas no ritmo de crescimento do sistema
radicular novamente pode ser ilustrada pela forte queda na matéria seca das
raizes de plantas totalmente submersas a partir do 14° dia, justamente quando
comecgou a ser observada a abscisdo das folhas (Figura 1A). Neste caso, ao final
do experimento, todas as raizes estavam quase mortas e, ao contrario do
alagamento parcial, as plantas do tratamento totalmente alagado nao
apresentaram formacao de raizes adventicias.

O actimulo de matéria seca da parte aérea de erva-de-bicho (Figura 2C)
foi constante e proporcional ao tempo do experimento e seguiu, para os trés
tratamentos, o mesmo padrido da altura das plantas e, a excecdo das plantas
submetidas ao alagamento total, o do nimero de folhas (Figura 1 C, D). E
importante destacar que a desfolha das plantas deste tratamento, iniciada no
nono dia, ndo levou a decréscimos na matéria seca. Este fato se deve ao
crescimento em altura, que se acentuou exatamente a partir deste periodo. Estes
resultados demonstram que o caule de erva-de-bicho possuia, ainda, reservas
para a manuten¢do do crescimento nos 12 dias posteriores. A exemplo da
sesbania, a erva-de-bicho também mostrou alta tolerancia ao alagamento parcial,
durante os 21 dias de estudo. Esta afirmativa pode ser constatada por um
aumento de 21% no actimulo de matéria seca da parte aérea das plantas sob
estresse parcial em relagdo ao controle. No caso das plantas totalmente
submersas, ainda que a matéria seca, ao final do experimento, tenha sido 29%

menor que a do controle, as plantas de erva-de-bicho estavam com 6timo vigor
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vegetativo e com taxas de crescimento ainda crescente. Este fato revela uma
tolerancia intermediaria desta ao alagamento total das plantas.

Para a erva-de-bicho (Figura 2D), os padrdes de crescimento da parte
aérea ¢ raizes foram praticamente os mesmos, mostrando, mais uma vez, a
interacdo parte aérea raiz.

Em relacdo ao capim-gordura, verificou-se que, nas plantas sob estresse,
o alagamento prejudicou sensivelmente o acimulo de matéria seca da parte
aérea ja a partir do segundo dia (Figura 2E). Este decréscimo na matéria seca da
parte aérea, que ocorreu em fun¢do da desfolha que se iniciou apos o terceiro dia
de estresse, fez com que esta caracteristica, ao final do periodo de estudo,
estivesse 49% e 57% menor que a do controle nas plantas parcial e totalmente
alagadas, respectivamente. Desse modo, das trés espécies estudadas, o capim-
gordura se mostrou a mais sensivel ao alagamento.

Finalmente, para o capim-gordura (Figura 2F), o alagamento afetou
drasticamente a massa seca das raizes, ap6s o primeiro dia de estresse. Esta
diminui¢do no crescimento radicular se deu antes que as plantas perdessem suas
folhas, fato este que ocorreu somente no terceiro dia (Figura 1E). Neste caso em
particular, outros fatores, que ndo a nutri¢do organica, podem ter contribuido
para o colapso do sistema radicular.

A redugdo da matéria seca da raiz em fungdo do alagamento ¢ descrita
em muitas espécies e, mesmo com o surgimento de raizes adventicias, observa-
se o decréscimo da biomassa do sistema radicular. Isso porque o alagamento
provoca a morte de muitas raizes, além do fato de que a biomassa das raizes
adventicias ¢ relativamente pequena, por apresentar aerénquima e espagos
intercelulares (Santiago & Paoli, 2007).

Mielke et al. (2005), em estudo realizado com Annona glabra, uma
espécie descrita pelos autores como altamente tolerante ao alagamento,

verificaram que, num periodo de 56 dias, o alagamento promoveu aumentos
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significativos na biomassa das raizes, caules e planta inteira, sem induzir
sintomas de estresse. Da mesma forma, Santiago & Paoli (2007) verificaram
aumento na biomassa das raizes ¢ da parte aérea em Genipa americana
submetida a hipoxia por seis meses, refletindo alta plasticidade e justificando a
sua larga ocorréncia em areas sujeitas a alagamento periddico.

Em muitos estudos envolvendo estresse anaerébico em plantas, a
tolerdncia é determinada pelo indice de sobrevivéncia ap6s o alagamento. A
sesbania, em particular, demonstrou boa capacidade de sobrevivéncia apds 42
dias de estresse, com 100% de sobrevivéncia dentro dos dois tratamentos
alagados (Figura 3A). Em periodos de até 56 dias de estresse, houve uma
reducdo de 55% no ntmero de individuos sobreviventes no tratamento
totalmente submerso. No caso do alagamento apenas das raizes, 100% das
plantas suportaram os 56 dias de duracdo da pesquisa. Erva-de-bicho,
independentemente do grau de pressdo do estresse, comportou-se como espécie
tolerante, com 100% de sobrevivéncia de todas as plantas, durante os 21 dias de
alagamento (Figura 3B). Ja o capim-gordura, quando submetido ao alagamento
total, apresentou indice de sobrevivéncia de 33%, ao final de cinco dias do
periodo experimental (Figura 3C), demonstrando sua baixa tolerancia ao

alagamento.
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4.2 Carboidratos

A fim de investigar a possivel relagdo entre teores de carboidratos com a
tolerancia das plantas ao alagamento, foram analisados os teores de amido,
agucares soluveis totais (AST) e acucares redutores (AR), ao longo do periodo
de avalia¢des. De maneira geral, para as trés espécies submetidas ao alagamento,
os teores de amido foliar e radicular foram menores que os do controle,
notadamente apds as primeiras avaliagdes (Figura 4). Estes resultados,
provavelmente, se devem a uma queda na atividade fotossintética da plantas em

funcdo do estresse estabelecido (Davidson & Milthorpe, 1966). Comparando-se
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os tratamentos alagados, verifica-se que os teores de amido nas folhas e raizes de
plantas de sesbania totalmente alagadas foram inferiores aqueles observados no
tratamento alagado nas raizes e, a medida que o estresse anaerdbico foi
evoluindo, houve um decréscimo gradativo com o tempo de exposi¢do a ele.
Este decréscimo no teor de amido era de se esperar, uma vez que as plantas, no
21° dia de estresse, perderam todas as folhas (Figura 1A), refletindo, inclusive,
na queda de producdo de matéria seca das raizes (Figura 2A). O grande
decréscimo no teor do amido em raizes de erva-de-bicho a partir do nono dia
corrobora esta afirmagdo, uma vez que, neste periodo, iniciou-se a queda de
folhas (Figura 1D) afetando negativamente o conteudo de matéria seca das
raizes, ja aos 12 dias (Figura 2C).

Em geral, os carboidratos tém sua concentragdo reduzida por ocasido da
desfolha, sendo essa redugdo diretamente proporcional a severidade e frequéncia
de desfolha (Donaghy & Fulkerson, 1998). Gomide et al. (2002), em estudo
realizado com capim-mombaga, observaram que a desfolha total da planta
comprometeu seu sistema radicular e sua concentragdo de carboidratos totais. A
redugdo ocorreu em todos os tratamentos de desfolha, mas foi mais intensa sob
desfolha total, indicando que os assimilados gerados ndo foram suficientes para
suprir o crescimento de novas folhas e a respiragdo da planta, sendo um indicio
de sua contribuicdo para a manutencao da planta apds o corte.

Nas plantas parcialmente alagadas de sesbania, observou-se um aumento
no teor de amido foliar a partir dos 21 dias, permanecendo, entretanto, em
menores niveis que o do controle (Figura 4A). Nas folhas de plantas totalmente
alagadas, o teor de amido foi sempre inferior aos demais. Quanto as raizes, o
nivel de amido nas plantas alagadas comecou a cair a partir de 21 dias e mais
severamente nas plantas totalmente submersas (Figura 4B). Resultados
semelhantes foram observados por Dixon et al. (2006), em trabalho realizado

com Potamogeton pectinatus sob anoxia.
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O teor de amido em erva-de-bicho (Figura 4C-D) e em capim-gordura
(Figura 4E-F) nas plantas alagadas foi sempre inferior ao controle, tanto em
folhas quanto em raizes, havendo diminui¢do gradativa ao longo do

experimento.
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Quanto aos agucares soluveis totais (AST), todos os teores deste

carboidrato, em folhas de sesbania e erva-de-bicho, foram maiores em plantas
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alagadas nas raizes que os do controle, em todos os periodos avaliados e, com a
evolucdo do estresse, os mesmos foram aumentando em sesbania (Figura 5A) e
diminuindo em erva-de-bicho (Figura 5B). Nas folhas de capim-gordura,
diferengas significativas favoraveis as plantas do tratamento alagado nas raizes
frente as do controle s6 puderam ser observadas nas trés primeiras avaliagdes
(Figura 5C). Nas plantas totalmente submersas, de maneira geral, os teores
destes carboidratos foram menores que os do controle para a sesbania, maiores
para erva-de-bicho e iguais no capim-gordura. Comportamento semelhante foi
observado para os teores de agticares redutores (Figura 6A, C ¢ E).

Nas raizes, os teores de AST em sesbania alagadas foram caindo
lentamente, permanecendo abaixo dos valores encontrados para o controle, a
partir do 21° dia (Figura 5B). Para a erva-de-bicho (Figura 5D) e o capim-
gordura (Figura 5F) alagados, os teores radiculares destes carboidratos sempre
foram maiores que os do controle, em todo o periodo experimental. Neste
mesmo 0rgao, os agucares redutores (AR) em sesbania e erva-de-bicho alagados
foram maiores que os do controle, em todas as avalia¢des (Figura 6B e D) e, no
capim-gordura, comparativamente ao controle, foram maiores em raizes de
plantas parcialmente alagadas e menores nas totalmente submersas (Figura 6F).

Em plantas de capim-gordura, verificou-se um aumento gradativo no
teor de AST nas folhas de plantas parcialmente alagadas, enquanto que, no
tratamento totalmente submerso, houve um pequeno aumento no terceiro dia,
diminuindo em seguida (Figura 5E). J4 nas raizes, esses agucares aumentaram
até o final do periodo experimental nas plantas alagadas (Figura 5F).

O actimulo de agucares soluveis em raizes de plantas sob alagamento do
solo tem sido reportado como forma de tolerancia a esse estresse (Liao & Lin,
2001). Assim, enquanto a planta estd fotossinteticamente ativa, ela produz
carboidratos para manter o metabolismo. Ao contrario, com a reducdo da

fotossintese, devido, inclusive, a queda das folhas, efeito observado nas plantas
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totalmente alagadas, as reservas de carboidratos das diferentes partes da planta
tendem a diminuir e levam, consequentemente, a planta a morte. Segundo
Boamfa et al. (2005), um dos fatores que contribuem para as injirias na
submersdo de plantas inclui a baixa quantidade de carboidratos de reserva e
auséncia da formacgdo interna de O,, resultante da inibi¢cdo da fotossintese
causada por uma diminui¢ado da luz e CO,.

Quando se verificam os menores teores de amido (Figura 4), seguidos de
também maiores teores de agucares (Figuras 5 e 6), em folhas e raizes de plantas
sob alagamento, percebe-se que, quando as plantas estdo sob estresse, a sintese
de carboidratos ¢ direcionada para a formacao de moléculas menores nas folhas,
facilitando, assim, a transloca¢do e¢ o seu acumulo nas raizes. Com isso, as
plantas sob estas condigdes teriam maiores possibilidades de adaptagdo ao
estresse, em funcdo de um maior crescimento de raizes, a partir de uma maior
disponibilidade de carboidratos prontamente assimilaveis. Entretanto, o que se
observa ¢ que, mesmo direcionando o metabolismo para a formagdo de pequenas
moléculas, a sua quantidade possivelmente ainda ficava abaixo do requerido
para a manuten¢@o do crescimento radicular e a manutengao de raizes vivas. Isto
explica a morte de raizes observadas nas plantas nesta condi¢cdo (Figura 2),

principalmente quando o alagamento era total.
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FIGURA 5 Teor de agucares soluveis totais (AST) em plantas submetidas ao
alagamento. Controle (m), plantas alagadas nas raizes (O) e
totalmente alagadas (m). As barras representam o erro padrao da
média de trés repeti¢des.
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4.3 Enzimas diretamente envolvidas no metabolismo anaerdbico

Muitos estudos tém revelado que o alagamento de plantas provoca queda
imediata na respiracdo das raizes. Como resposta, algumas espécies
redirecionam as vias metabdlicas para garantir a produgdo extra de ATP por
meio do aumento na taxa de fermentacdo (Kumutha et al., 2008). Neste trabalho,
enzimas envolvidas neste processo foram investigadas. No caso da rota mediada
pela LDH responsavel pela produgdo de lactato em células que sofreram déficit
de O,, verifica-se que as trés espécies expostas ao alagamento apresentaram
taxas de atividade na raiz menores que as do controle e que nao houve diferengas
entre as atividades em plantas sob alagamento nas raizes e totalmente alagadas
(Figura 7). Estes resultados mostram que esta rota anaerobica nio foi acionada
como rota alternativa ao metabolismo aerobico. Em estudos realizados com
alface (Kato-Noguchi, 2000) e arroz (Kato-Noguchi & Morokuma, 2007), nao
foi observado nenhum aumento significativo na atividade de LDH. Isso ¢
consistente com resultados que mostram que a hipoxia ndo aumenta a atividade
da LDH em raizes e plantulas de arroz (Rivoal et al., 1991).

Uma vez que ndo houve desvio da rota no sentido pela ativagdo e/ou
sintese da LDH, foram investigados os comportamentos da PDC ¢ ADH, duas
enzimas que atuam em sequéncia em plantas tolerantes a deficiéncia de O,, pela
reciclagem do NAD' e pela formagdo de um minimo de energia na forma de
ATP. Os resultados mostram que, em raizes de sesbania e de erva-de-bicho,
foram detectados, de maneira geral, aumentos na atividade da PDC (Figura 8A e
B) e da ADH (Figura 9A e B) em relagdo ao controle ndo alagado. Os géis de
atividade da ADH em sesbania confirmam estes resultados (Figura 10). Por
outro lado, em capim-gordura alagado, as atividades dessas duas enzimas, em
praticamente todas as avaliagdes, foram menores que a do controle. Estes dados

revelam que as duas primeiras espécies, ao garantirem um minimo de energia,
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aliadas ao estoque de carboidratos nas raizes (Figuras 4, 5 ¢ 6), conseguem
crescer (Figura 1) e sobreviver apos o estresse (Figura 3).

Kato-Noguchi (2000), avaliando o efeito da anoxia em plantulas de
alface, verificou que plantulas submetidas ao tratamento andxico apresentaram
maior atividade da ADH e PDC, quando comparadas ao seu controle. Da mesma
forma, Kato-Noguchi & Morokuma (2007), trabalhando com arroz submetido a
hipoxia, verificaram que as atividades da ADH e PDC aumentaram em
coleoptilos de quatro cultivares do arroz. A atividade da ADH e da PDC, em
coleoptilos andxicos de algumas cultivares estudadas, chegou a ser 32 vezes e 24
vezes maior que a atividade observada em coledptilos nao-estressados,
respectivamente. A vantagem da inducdo da ADH sob anoxia foi relatada
previamente como sendo responsavel pela aceleracdo da fermentagdo alcoolica
(Ricard et al., 1994; Drew, 1997), que foi suportado pelos estudos com mutantes
ADH nulos de milho, Arabidopsis e arroz. Estes mutantes foram mais sensiveis
a anoxia do que seus tipos selvagens (Matsumura et al., 1995). Liao & Lin
(1995), trabalhando com Momordica charantia, verificaram que a atividade da
ADH foi nove vezes maior que seu controle, quando submetida ao alagamento
por trés dias, fazendo com que houvesse um actimulo de etanol nas raizes das
plantas.

Logo apds a transferéncia para um ambiente com baixa disponibilidade
de O,, as células limitam processos que sdo altamente energéticos e alteram o
metabolismo de aerdbico para anaerdbico para geracdo de ATP. De acordo com
alguns pesquisadores, as plantas somente conseguem sobreviver a anoxia caso
consigam manter a producao de ATP e a reciclagem do poder redutor, fazendo
associacao dessa adaptagdo metabolica a aumentos na taxa de fermentagdo, em
funcdo de incrementos na atividade das enzimas ADH e LDH (Drew, 1997,

Atkinson et al., 2008).
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Menezes Neto et al. (1995), em estudo realizado com embrides de agai,
verificaram aumentos na atividade da ADH e¢ LDH em resposta a anoxia,
principalmente ap6s 15 dias de estresse. Da mesma forma, Moraes et al. (2001),
estudando alguns aspectos do crescimento e enzimas envolvidas no metabolismo
anaerdbico, observaram que, em Brachiaria mutica, houve um ajuste do
metabolismo para as vias fermentativas, aumentando a atividade da ADH e da
LDH, propiciando o sucesso dessa espécie durante o periodo em anoxia e sua

sobrevivéncia pds hipoxia.
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FIGURA 10 Gel de atividade da Desidrogenase alcodlica em raizes de sesbania
alagadas nas raizes (AR) e totalmente alagadas (TA).

4.4 AdaptacGes morfoanatdomicas

Um aspecto importante para a sobrevivéncia de uma espécie em
ambiente sujeito a inundagdes refere-se as adaptagdes morfologicas internas e
externas da planta a baixa disponibilidade de O, no substrato. Em caule de
sesbania alagada somente nas raizes, por exemplo, observou-se a formagdo de
rachaduras, além de hipertrofia ¢ formacdo de uma regido esponjosa na regido
submersa do coleto, associada com hipertrofia de lenticelas (Figura 12).
Trabalhos envolvendo estresse de alagamento indicam que a hipertrofia do caule
pode estar associada com o espaco intercelular, a quebra de células para formar
aerénquima e a subsequente formacgdo de raizes adventicias. A hipertrofia da
base do caule tem sido uma resposta frequentemente observada em plantas sob
alagamento (Pimenta et al. 1996) e, geralmente, esta associada a formacgédo de

aerénquima.
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FIGURA 11 Caule hipertrofiado de sesbania submetida ao alagamento do
sistema radicular por 56 dias.

Os cortes anatomicos realizados na raiz principal de sesbania alagada
ndo mostraram formacgdo evidente de aerénquima (Figura 13 a e B), mas cortes
transversais realizados em raizes adventicias mostraram grandes formacgdes
dessas estruturas (Figura 13C e D). Em raizes de erva-de-bicho alagadas (Figura
13F), evidenciou-se elevada ruptura das células do cortex, formando um
aerénquima lisigeno, que serve como conduto para a transferéncia de O, para as
raizes. Em capim-gordura alagado (Figura 13H), n3o foram encontrados
aerénquimas, porém, observaram-se maior espessamento da endoderme e maior
lignificacdo das fibras periciclicas na regido do cilindro vascular.

A formacdo de aerénquimas € vantajosa em plantas que se desenvolvem
em ambientes com baixa disponibilidade de O,, por diminuir a resisténcia de
difusdo desse gas entre oOrgdos aerados e ndo aerados (Drew, 1997). Dessa

forma, ainda que o ambiente externo esteja hipdxico, ou mesmo anodxico,
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internamente, a raiz encontra-se aerada. Os resultados aqui encontrados seguem
a mesma tendéncia encontrada em milho ‘Saracura’, no qual, sob condigdes de
alagamento, ocorreu um desenvolvimento de aerénquimas lisigenos, tanto em
raizes quanto em coleoptilo (Dantas et al., 2001). Santiago & Paoli (2007)
observaram que, em Genipa americana, as raizes de plantas ndo alagadas
apresentaram aerénquima distinto. No entanto, estas estruturas foram mais
frequentes nas plantas submetidas ao alagamento, em que foi encontrado
aerénquima lisigeno. Resultados semelhantes foram observados em plantas de
Polygonum punctatum submetidas ao alagamento, nas quais houve formagio de
aerénquimas na regido cortical das raizes, tendo o didmetro dessas estruturas
aumentado ao longo do periodo de avaliagdo (Deuner et al., 2007).
Considerando-se que a presenga de aerénquimas confere as plantas uma
maior adaptagdo a baixa disponibilidade de O,, estes resultados mostram que a
sesbania e a erva-de-bicho reagiram eficientemente a este estresse, fato que nado

ocorreu com o capim-gordura.

45



FIGURA 12 Fotomicrografia da seccdo transversal da raiz principal de sesbania
ndo alagada (A), alagada por 56 dias (B) e da raiz adventicia de
plantas alagadas nas raizes (C-D); raiz principal de erva-de-bicho
nao alagada (E), alagada por 21 dias (F); raiz principal de capim-
gordura ndo alagada (G), alagada por 5 dias (H). As setas indicam
a formacao de aerénquimas.
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4.5 Enzimas antioxidantes

Entre as varias enzimas envolvidas na eliminagdo das EROs, a SOD
pode ser considerada uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira linha de
defesa ao estresse oxidativo (Willekens et al., 1995; Asada, 1999). A SOD
realiza a dismutacdo do radical superdxido (0,*) a perdxido de hidrogénio
(H,O,). Nesta pesquisa, verificou-se que, nos tratamentos alagados de sesbania,
a atividade desta enzima diferenciou-se do controle do 21° ao 49° dia (Figura
13A). Erva-de-bicho, quando alagada, mostrou atividade superior a do controle
entre 0 3° e 15° dia, havendo uma queda brusca em sua atividade a partir desse
periodo (Figura 13B). Em capim-gordura, de maneira geral, ndo se observou
alteracdo expressiva na atividade da enzima, durante os cinco dias de avaliagao
(Figura 13C). Estes resultados mostram que as duas primeiras espécies, ao
contrario do capim-gordura, acionaram, em um primeiro momento, efetivamente
o0 sistema enzimatico antioxidante, a fim de prevenir danos oxidativos.

Os géis de atividade radicular da SOD em sesbania alagada revelam a
existéncia de sete isoformas e confirmam os resultados de atividade enzimatica.
E importante destacar que, no tratamento totalmente alagado, foi possivel
verificar a existéncia de uma isoforma ausente no tratamento alagado nas raizes
(Figura 14). Quando se observa o gel de atividade da SOD em capim-gordura,
podem-se identificar apenas trés isoformas (Figura 15).

Embora a SOD faga parte do primeiro ajuste da tolerancia das plantas ao
estresse oxidativo, seu produto, o H,O,, ¢ também um radical livre tdo
prejudicial quanto o seu substrato. Dessa forma, um maior grau de protecdo
contra danos oxidativos deve requerer uma rapida eliminagcdo do H,O, pelas
enzimas subsequentes do sistema antioxidante, como a CAT e a APX
(Willekens et al., 1995; Asada, 1999). Nesse sentido, verificou-se que as
atividades da CAT e da APX, em plantas alagadas de sesbania (Figuras 16A e

19A) e erva-de-bicho (Figuras 16B e 19B), foram maiores que as do controle até
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0 49° (penultimo dia) e 0 21° dia de avaliagdo (Gltimo dia), respectivamente. Nas
condi¢des de déficit de O,, os valores dos tratamentos alagados sempre foram
maiores quando as plantas foram totalmente submersas. J& em capim-gordura,
ndo se verificou um padréo de atividade entre os tratamentos alagados e controle
(Figuras 16C ¢ 19C), ndo se observando, de maneira geral, diferencas
expressivas de atividade entre eles, exceto para a APX, em que, nas duas ultimas
avaliagdes, os valores das plantas controle foram maiores que os das alagadas. E
importante destacar que os valores de atividade das duas enzimas para o capim-
gordura foram muito menores que aqueles verificados para as outras duas
espécies. Esses resultados foram confirmados por meio de gel de atividade para
a CAT em plantas de sesbania (Figura 17) e capim-gordura (Figura 18).

A DHAR apresentou o mesmo padrio de atividade das enzimas
anteriores, ou seja, sesbania e erva-de-bicho alagadas com atividades crescentes
e com valores proporcionais ao nivel de estresse (Figuras 20A e B) e capim-

gordura com atividades semelhantes entre os tratamentos (Figura 20C).

48



70 1
60
50 4

(A)

Sesbania

!

40 -
30 A
20 -
10 4

0 T T 7T 7T — T — T — T — T 1

0 7 14 21 28 35 42 49 56

70 7 Erva-de-bicho

(B)
60 -
ia
50 -
40 -

30 4

(U mg proteineil)

20
10

Atividade da Dismutase do Superoxido

0 T T T 7T — 7T — T — 71T 1

9 1215 18 21

707 Capim gordura
60
50
40
30 4
20

10 4

2 3

Dias de alagamento

FIGURA 13 Atividade da Dismutase do superdéxido (SOD) em plantas
submetidas ao alagamento. Controle (m), plantas alagadas nas
raizes (O) e totalmente alagadas (m). As barras representam o
erro padrio da média de trés repeticdes.
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FIGURA 14 Gel de atividade da Dismutase do superoxido em raizes de
sesbania alagadas nas raizes (AR) e totalmente alagadas (TA). C:
Controle. Numeros referem-se aos dias de alagamento.

FIGURA 15 Gel de atividade da Dismutase do superoxido em raizes de capim-
gordura alagada nas raizes (AR) e totalmente alagadas (TA). C:
Controle. Nimeros referem-se aos dias de alagamento.
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FIGURA 16 Atividade da Catalase (CAT) em raizes de plantas submetidas ao
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FIGURA 17 Gel de atividade da Catalase em raizes de sesbania alagadas nas
raizes (AR) e totalmente alagadas (TA). C: controle. Os nimeros
referem-se aos dias de alagamento.

FIGURA 18 Gel de atividade da Catalase em raizes de capim-gordura alagada
nas raizes (AR) e totalmente alagadas (TA). C: Controle. Os
numeros referem-se aos dias de alagamento.
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FIGURA 19 Atividade da Peroxidase do ascorbato (APX) em raizes de plantas
submetidas ao alagamento. Controle (m), plantas alagadas nas
raizes (O) e totalmente alagadas (m). As barras representam o erro
padrdo da média de trés repeticdes.
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A APX utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para
reduzir o H,O, a agua, gerando monodehidroascorbato. Este, por sua vez,
precisa ser regenerado novamente a ascorbato, a fim de manter o sistema
antioxidante ativo. Para isso, outras reagOes enzimaticas estdo envolvidas,
intermediadas pela glutationa, a qual ¢ oxidada (Biemelt et al., 1998). Dessa
forma, a manuten¢do do pool de glutationa reduzida para o processo depende da
atividade da GR. Nas plantas de sesbania e erva-de-bicho, observou-se,
novamente, um comportamento semelhante da GR (Figura 21A e B), com as
demais enzimas descritas. Por outro lado, a atividade da GR em capim-gordura,
ja a partir do primeiro dia de alagamento, apresentou valores menores que os do
controle (Figura 21C).

O aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante verificado
nas plantas parcial ou totalmente submersas de sesbania e erva-de-bicho mostra
que o alagamento dessas plantas leva a produgdo de radicais livres ou espécies
reativas de O, com a subsequente remogdo pelo sistema de enzimas
antioxidantes. Desse modo, o sistema antioxidante enzimdatico nestas duas
espécies parece ser de fundamental importdncia para conferir tolerancia ao
alagamento. Este fato, aliado a capacidade de sintese e armazenamento de
carboidratos e¢ a operacdo eficiente de enzimas anaerdbicas, conferem, sem
davida alguma, a sesbania e a erva-de-bicho, capacidade de suportar longos
periodos de alagamento, tanto do sistema radicular como da planta toda.

De acordo com Zhang & Kirkham (1996), a capacidade de manutencdo,
em niveis elevados, da atividade da SOD, da CAT ¢ da APX, sob condi¢des de
estresse ambiental, € essencial para a manutencao do equilibrio entre a formagao
e a remocdo do H,O, do ambiente intracelular. Segundo Cakmak & Horst
(1991), a redugdo na atividade da CAT e o aumento nas atividades das

peroxidases indicam que, em plantas mantidas sob condi¢des de estresse, o H,O,
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gerado ¢ mais consumido em processos oxidativos, como na peroxidagdo de
lipidios, do que eliminado do metabolismo.

A agdo dessas enzimas, além da atuagdo de substancias antioxidantes de
baixo peso molecular como o ascorbato, pode, efetivamente, eliminar e

imobilizar as EROs (Scandalios, 1993).
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FIGURA 20 Atividade da Redutase do dehidroascorbato (DHAR) em raizes de
plantas submetidas ao alagamento. Controle (m), plantas alagadas
nas raizes (O) e totalmente alagadas (m). As barras representam o
erro padrdo da média de trés repeticdes.
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raizes (O) e totalmente alagadas (m). As barras representam o erro
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4.6 Avaliacgdes bioquimicas diretamente envolvidas com o estresse oxidativo

Ha muitos estudos mostrando que os efeitos do alagamento sobre as
plantas podem ser mediados pela produgdo e acimulo de espécies reativas de O,
(Pastori & Foyer 2002; Boamfa et al., 2005), que podem causar extensivos
danos as membranas e desencadear processos peroxidativos de lipidios (Alonso
et al., 1997). Aumentos nas concentragdes de MDA, como indicador de
peroxidacao de lipidios e de H,O,, sdo indicativos de estresse oxidativo (Mittler,
2002).

No presente estudo, verifica-se que, de maneira geral, em plantas de
sesbania e erva-de-bicho alagadas, a peroxidacao de lipidios somente ocorreu
proximo a metade do periodo experimental (Figura 22A e B). Ainda que a
peroxidacao de lipidios tenha iniciado neste periodo, verifica-se, entretanto, que,
somente na ultima avaliagdo com a sesbania e na penultima com a erva-de-
bicho, as diferengas entre os tratamentos alagados e controle foram mais
expressivas. Por outro lado, no capim-gordura, a peroxidacdo dos lipidios ja
ocorreu na primeira avaliagdo apos submeter as plantas ao alagamento e foi
evoluindo até o fim do experimento, com apenas cinco dias (Figura 22C). Os
valores encontrados para a peroxidacdo de lipidios ao final do periodo
experimental em capim-gordura s6 foram verificados para as outras duas
espécies no quarto final de tempo. Estes resultados mostram, mais uma vez, a
intolerancia de capim-gordura e a tolerancia de sesbania e de erva-de-bicho ao
alagamento.

Em relagdo ao teor de H,O, nas raizes das plantas estudadas, verifica-se
que tanto a sesbania quanto a erva-de-bicho alagadas apresentaram aumento
expressivo ja na primeira avaliagdo aos sete e trés dias, respectivamente (Figura
23A ¢ B). Estes valores foram gradativamente caindo com a evolugdo do
estresse ¢ sO voltaram a aumentar ao fim das avaliagdes, aos 56 dias para a

sesbania e aos 21 dias, para erva-de-bicho. Os teores de H,O, mostraram-se
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permanentemente acima do controle, em todas as avaliagdes. Por outro lado, no
capim-gordura alagado, os valores foram sempre superiores nas plantas sob
estresse ¢ aumentaram gradativamente até o final da pesquisa, aos cinco dias
(Figura 23C). Esses resultados, somados a baixa atividade enzimatica
apresentada por essas plantas e ao aumento na peroxidacao lipidica,
provavelmente sdo os fatores responsaveis pela baixa tolerancia dessas plantas a
submersao.

Ao mesmo tempo, os resultados corroboram com a atividade de enzimas
antioxidantes responsaveis pela quebra do H,O, em agua e O,, como a CAT
(Figura 16) e a APX (Figura 19) para a sesbania e erva-de-bicho. A partir do 42°
dia de alagamento para sesbania e 15° dia para a erva-de-bicho, a atividade
dessas enzimas diminuiu, permitindo que o aumento na concentragdo de H,O,
(Figura 23) induzisse uma maior peroxidagdo de lipidios (Figura 22), fato que
pode ter contribuido para a morte de algumas plantas de sesbania aos 56 dias.

Essas enzimas reduzem, de forma eficiente, as Eros, sob circunstancias
normais, mas, se a reducdo completa ndo ocorrer, como em condigdes de
produgdo aumentada, o resultado pode ser um estado de estresse oxidativo,
levando a oxidacdo de biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA. Além
disso, a oxidagdo e a inativagdao dos componentes celulares podem desencadear o
processo de morte celular (Buckner et al., 2000).

Mittler (2002) sugeriu que altos niveis de H,O, podem causar danos as
membranas, pois ele pode acelerar a reagdo de Haber-Weis, resultando na
formagdo do radical hidroxila e em peroxidagdo lipidica. Molassiotis et al.
(2006), e Gunes et al. (2006), trabalhando com macieira e uva, respectivamente,
observaram aumento de H,O, ¢ MDA em plantas submetidas a altas

concentracdes de boro nas raizes.
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Em estudo realizado com Hordeum vulgare, foi observado acimulo de
H,O, sob hipoxia, tanto em raizes como em folhas (Kalashnikov et al., 1994).
Da mesma maneira, a presenga de H,O, no apoplasto e em associagdo com a
membrana plasmatica foi visualizado por microscopia eletronica de transmisséao,
em quatro espécies sob hipoxia (Blokhina et al., 2001).

A ativagao de enzimas do sistema antioxidante interfere nos teores de
alguns compostos que participam dessas reagdes. O acido ascorbico, além de ser
um antioxidante ndo enzimatico, atua como coenzima da APX; portanto, seu
conteudo intercelular pode ser alterado em fungdo de um estresse. O mesmo
pode ocorrer com o dehidroascorbato, uma vez que ele € o produto da reagao
dessa mesma enzima (Asada, 1999).

Neste trabalho, observou-se que plantas de sesbania e erva-de-bicho
alagadas apresentaram diferengas expressivas no teor de ascorbato (Figura 24A e
C) e de dehidroascorbato (DHA) (Figura 24B e D) ja na primeira avaliagdo,
permanecendo elevados até o final do experimento. No capim-gordura, os
valores destes dois antioxidantes foram semelhantes em todos os tratamentos e
permaneceram baixos em todas as avalia¢des (Figura 24E e F). Na média, dentro
dos tratamentos alagados, o teor de ascorbato foi, aproximadamente, 5 ¢ 2,5
vezes maior em sesbania e em erva-de-bicho em relagdo ao capim-gordura,
respectivamente. Para o DHA, estes valores foram, na mesma ordem,
aproximadamente 3,5 e 2 vezes maiores.

Visto que o ascorbato serve como um excelente antioxidante e
desempenha papel fundamental na remog¢ao do H,0O, por meio do ciclo
ascorbato/glutationa, o aumento na sua concentracao nas plantas de sesbania e
erva-de-bicho mostra sua importancia contra o estresse oxidativo provocado

pelo alagamento.
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5 CONCLUSOES

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de investigar o efeito do
alagamento de Sesbhania virgata (sesbania), Polygonum acuminatum (erva-de-
bicho) e Melinis minutiflora (capim-gordura), investigando o crescimento, a
anatomia, o metabolismo anaerdbico e o sistema de defesa antioxidante das
plantas em diferentes periodos de estresse. Os resultados permitiram concluir
que sesbania e erva-de-bicho sdo tolerantes ao alagamento, suportando periodos
de 56 e 21 dias, respectivamente. As causas desta tolerancia s3o: fotossintese
ativa durante o periodo de estresse; acimulo e utilizagdo de carboidratos nas
folhas e raizes e a manutengdo do crescimento vegetativo; ativacdo do
metabolismo anaerobico, principalmente nos passos catalisados pelas enzimas
descaboxilase do piruvato e desidrogenase alcoolica; ativagdo do sistema
antioxidante e formacdo de estruturas morfoldgicas, tais como aerénquimas e
raizes adventicias. Por outro lado, o capim-gordura mostrou-se intolerante ao
alagamento, apresentando sensibilidade ao estresse a partir das primeiras 24
horas, nao suportando periodos superiores a cinco dias. Todas as caracteristicas
de tolerincia mostradas pela sesbania e erva-de-bicho foram ausentes nesta

espécie.
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