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1. INTRODUCAO

A Erythrina crista-galli L., conhecida como Corticeira-do-banhado, € uma
arvore de porte médio, pertence a familia Fabaceae, conhecida, pela coloracao
vibrante de suas flores. A corticeira esta listada como planta imune ao corte, pelo
CONAMA, tamanha é a devastacdo do seu habitat natural e devido a sua
importancia na restauracdo de mata ciliar e recuperacdo de ecossistemas
degradados em locais com inundacédo periodica e de rapida duracdo (BACKES;
IRGANG, 2002).

A capacidade das espécies de se mostrarem tolerantes e adaptadas a
periodos de encharcamento ou inundacdo do solo pode ser atribuida a
mecanismos de adaptacdo morfo-anatdémicos, fisiolégicos e bioquimicos (ISHIDA
et al., 2002). Dependendo da espécie, da velocidade de encharcamento do solo,
da altura da lamina d'agua e do tempo de submersao, esses mecanismos podem
ser mais evidentes, favorecendo a sobrevivéncia das plantas nestes ambientes
(ISHIDA et al., 2002). Dentre as alteragbes morfo-anatomicas utilizadas como
estratégia de tolerancia ao alagamento estd a formacéo de raizes adventicias e
lenticelas hipertroficas (EZIN et al., 2010). No entanto, o excesso de agua diminui
a difusdo de gases reduzindo a disponibilidade de oxigénio no solo e,
consequentemente, para o sistema radicular das plantas. Essa deplecdo na
disponibilidade de oxigénio sinaliza para um estresse abibtico fazendo, desta
forma, com que a planta altere o seu metabolismo normal (DAT et al., 2004).

O alagamento modifica a atmosfera do solo, pois promove deficiéncia de
0O,, acumulo de CO,, metano, etileno, gas sulfidrico (H,S), hidrogénio e reducéo
da respiracdo aerdbica (DREW, 1997). Esse ambiente provoca alteracbes no
metabolismo das raizes, provocando uma queda imediata na respiracdo das
mesmas, alterando o metabolismo aerdbico para anaerdbico, reduzindo a
producdo de ATP e, consequentemente, o suprimento de energia para manter o
crescimento e o desenvolvimento normal da planta. Com a finalidade de tolerar o
déficit de energia promovido pela hipoxia nas raizes, as plantas redirecionam as
vias metabdlicas para conseguir manter a produgcdo de ATP por meio da utilizacdo
das vias fermentativas (DAT et al., 2004).

Portanto, o objetivo do trabalho foi investigar o envolvimento da rota
fermentativa na tolerancia ao estresse ocasionado por diferencas nas condi¢cdes
hidricas, em plantas de Erythrina crista-galli L..

2. METODOLOGIA

Plantas oriundas de sementes foram cultivadas em vasos de 0,5 litros em
casa de vegetacao e transferidas para vasos de cinco litros. Foram utilizados dois
tratamentos: plantas alagadas na raiz com a manutencao de uma lamina de agua
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de até 3cm acima do solo e plantas néo alagadas (controle). As avaliacbes foram
realizadas aos 10, 20, 30, 40 e 50 dias ap6s a indugcdo dos tratamentos. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso e os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e analisados por
comparacao de meédias pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

O extrato enzimatico bruto para a determinacdo da atividade da alcool
desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1), lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) e
piruvato descarboxilase (PDC, EC 4.1.1.1) foi obtido através da maceracdo de
500 mg de tecido vegetal em nitrogénio liquido contendo PVPP (5%), utilizando
tampdo de extragcdo Tris-HCI (pH 7,5) (6ml) contendo DTT 1mM. Apds
homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 10.000g, a 4 °C por 20min.
Do sobrenadante centrifugado foi retirada uma aliquota de 2,5mL para
dessalinizacdo por cromatografia de exclusdo em coluna de sephadex G-25 M
(PD-10). As proteinas soluveis foram quantificadas, no mesmo extrato, pelo
método de BRADFORD (1976), utilizando soro-albumina bovina (BSA) como
padréo.

A atividade da ADH foi avaliada a 30°C utilizando para o ensaio o extrato
enzimatico bruto dessalinizado, tampéao fosfato de potassio 50mM (pH 7,0), NADH
0,2mM e acetaldeido 5mM. A oxidacdo do NADH foi monitorada a 340nm por 2
minutos. O célculo da atividade enzimatica foi dado pela quantidade de NAD”
produzido por minuto de incubacdo por mg de proteina.

A atividade da LDH foi avaliada a 30°C utilizando para o ensaio o extrato
enzimatico bruto, tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,0), NADH 0,2mM, KCN
3uM, metilpirazol 4mM e piruvato de so6dio 10mM. A oxidacdo do NADH foi
acompanhada a 340nm por 2 minutos. O célculo da atividade enzimatica foi dado
pela quantidade de NAD™ produzido por minuto de incubacg&o por mg de proteina.

A atividade da PDC foi avaliada a 30°C utilizando para o ensaio o extrato
enzimatico bruto, tampao MES-NaOH 50mM - pH 6,5, NADH 0,2mM, MgCl, 1mM,
TPP 0,5mM, acido oxamico 20mM, ADH (10U) e piruvato de sédio 10mM. A
reacdo foi monitorada a 340nm por 2 minutos. O calculo da atividade enzimatica
foi dado pela quantidade de NAD" produzido por minuto de incubag&o por mg de
proteina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo das enzimas fermentativas, foi observado que a atividade da
lactato desidrogenase (LDH) nas raizes alagadas foi superior as plantas controle
em todos os periodos avaliados, mostrando diferencas significativas entre os
periodos de avaliacdo e entre os tratamentos (P<0,05). No entanto, aos 20 dias a
atividade desta enzima foi incrementada em 160% em relacdo ao primeiro periodo
(10 dias) e 380% em relagédo as plantas do tratamento controle, sendo reduzida
aos 30 dias e mantendo-se até o final do experimento (50 dias) apresentando,
nesse periodo, valores 170% superiores as plantas controle (Fig. 1A). Mesma
resposta pode ser observada para a atividade da piruvato descarboxilase (PDC)
embora a atividade desta enzima nas raizes alagadas tenha apresentado valores
com diferencas mais acentuadas entre os tratamentos, em todos os periodos
avaliados, do que as observadas para a LDH. Aos 10 dias foi observada uma
atividade 880% maior que as plantas controle, diferenca que também foi
observada ao final do experimento (Fig. 1B).

A avaliacdo da atividade da alcool desidrogenase (ADH), evidenciou um
aumento crescente na sua atividade ao longo dos periodos avaliados, mostrando
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diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,005) e entre os periodos de
avaliacao (P<0,005) e interagéo entre os fatores. Aos 10 dias de tratamento as
plantas alagadas apresentaram valores 18 vezes maiores que 0s observados nas
plantas controle, chegando essa diferenga maxima aos 40 dias onde as plantas
submetidas ao alagamento apresentaram uma atividade da ADH 23 vezes maior
que as plantas do tratamento controle. Ao final da pesquisa (50 dias) essa
diferenca foi reduzida (Fig. 1C).
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Figura 1. Atividade das enzimas LDH (A), PDC (B) e ADH (C) em raizes de
plantas de corticeira do banhado submetidas ao estresse por alagamento-E (m) € em
plantas controle-C (o). Barras representam o erro padrao da média de quatro repetigées.

A atividade da LDH teve um incremento na sua atividade aos 20 dias e,
mesmo decrescendo nos periodos posteriores, ainda manteve-se superior aos
valores obtidos nas plantas controle (Fig. 1A). O controle na queda do pH é
promovido pelo balanco entre a produgdo de lactato e etanol e,
consequentemente, pelo balanco entre a atividade das enzimas LDH e ADH. A
alteracdo no pH, resultante da acidificacdo citossélica promovida pela formacao
do acido latico através da atividade da LDH, funciona como um mecanismo de
sinalizacdo em plantas sob alagamento (GRANDIS et al., 2010). O acumulo de
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lactato sob baixas concentracdes de oxigénio ocorre antes da producédo de etanol
nas raizes. Esse declinio no pH favorece a atividade catalitica da PDC, que é
responsavel pala modulacédo da producéo de lactato para etanol, sob hipoxia ou
anoxia (GRANDIS et al., 2010), o que justifica os resultados obtidos na avaliacao
da atividade das enzimas LDH e PDC (Fig. 1A e B).

Foi observada uma elevada alteracdo na atividade da ADH (Fig. 1C), em
relacdo as plantas ndo alagadas, em niveis crescentes com o tempo de exposi¢cao
ao déficit de oxigénio, permitindo inferir que esta espécie requer, além de outros
mecanismos, a utilizacdo rapida e permanente da rota fermentativa como via
alternativa para manutencdo do metabolismo, regeneracdo de poder redutor e
producdo de ATP, quando submetida ao excesso de agua nas raizes.

4. CONCLUSOES

O alagamento, durante o periodo estudado, ndo compromete as plantas de
Erythrina crista-galli L., visto que sé@o habeis em utilizar a rota fermentattiva como
alternativa para a producéao de energia durante a condi¢ao hipéxica.
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