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1. INTRODUCAO

Na natureza as plantas sdo constantemente expostas a condi¢des ambientais
desfavoraveis ao seu desenvolvimento. A deficiéncia de oxigénio ocasionada por
inundacdes temporarias devido a chuvas e irrigacbes pode-se tornar freqiiente em
regides de solos hidromoérficos, onde a drenagem é deficiente, também conhecidos
como solos de varzea, cuja principal caracteristica é o relevo predominantemente
plano, com frequiéncia associado a um perfil de camada superficial pouco profunda e
a sub-superficial praticamente impermeavel (Pinto et al., 1999). Neste contexto,
enquadra-se a cultura da soja, que, embora introduzida e melhorada para areas bem
drenadas no Brasil, € uma espécie originaria de areas alagadicas do norte da China
(Evans, 1996) e apresenta variabilidade genética para tolerar o excesso de umidade
no solo (Van Toai et al., 1994; Thomas et al., 2000; Pires et al., 2002).

O oxigénio serve como um aceptor de elétrons na fosforilacdo oxidativa que
regenera o ATP, principal fonte de energia para o metabolismo aerébico celular. Na
sua auséncia o metabolismo fermentativo € ativado com a inten¢cdo de manter a
producdo de energia e agentes redutores através da regeneracdo do NAD'
reduzindo o NADH (Dennis et al, 2000). Estudos com ressonancia magnética tém
mostrado que o pH citosolico acidifica-se durante o alagamento em raizes de milho,
e que apos um prolongado tratamento, o alcool é o principal produto da fermentacéo
(Fox et al, 1995). Plantas que sdo mais tolerantes ao alagamento tém a via de
fermentacéo alcodlica mais ativa. A enzima alcool desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1)
€ uma das principais enzimas fermentativas, que converte o acetaldeido em etanol,
considerado menos toxico a planta do que o acetaldeido e por ser translocado para
fora da célula, inclusive para rizosfera.

2. MATERIAL E METODOS

Os gendtipos de soja [Glycine Max (L.) Merr.], BRS-154 (tolerante) e BRS-153
(susceptivel), inoculados com Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 587, foram



cultivados em casa de vegetacdo, em vasos de polietileno de 3L contendo como
substrato a vermiculita e nutridas com solucao nutritiva de Hoagland & Arnon(1938),
sem N, na proporcao de 250 mL por vaso administrada duas vezes por semana. As
plantas foram coletadas em estadio de desenvolvimento R2 e as amostras de tecido
de raizes (2g) e noddulos (0,5g) foram coletadas do terco inferior do sistema
radicular, lavadas com &gua destilada gelada para diminuir a atividade do
metabolismo do tecido e retirado o excesso de agua com papel toalha. A extracéao
da ADH foi realizada conforme descrito por Good & Crosby (1989), com algumas
modificacbes e dosadas conforme a metodologia descrita por Kato-Noguchi e
Watada (1997), no Laboratério de Bioquimica Vegetal do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica e Geociéncia da UFPel. O meio de reacdo com
volume final de 3000uL, foi composto pelo extrato de tecido dessalinizado em coluna
Shephadex G-25 (PD-10, Amersham Pharmacia), B-NADH (0,2 mM), tampé&o de
dosagem (Tris-HCI 50 mM pH 7,5) e acetaldeido (150 mM). A reacao foi iniciada
com a adi¢do de acetaldeido no meio de reagdo pré-incubado a 30°C. A cinética
enzimatica foi determinada pelas leituras de queda de absorbancia a 340 nm pela
oxidacdo de B-NADH e a reacdo ocorreu no sentido da formacdo do etanol,
registradas a cada 10 segundos para o extrato de ndédulos e a cada 30 segundos
para extrato de raizes por um periodo de 10 minutos. Os testes foram realizados em
pelo menos 8 extratos de nddulo e raizes.

O objetivo deste trabalho foi determinar a linearidade de reacéo para intervalo
de tempo e concentracdo de enzima, para assim realizar a quantificacdo da enzima
ADH em raizes e nodulos de duas cultivares contrastantes quanto a tolerancia ao
alagamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados testes variando-se o tempo de dosagem e
volume de extrato enzimatico, em intervalos de 10 para nddulos e 30 para raizes
segundos por pelo menos oito minutos. Observou-se que a linearidade de reacéao foi
obtida com volumes de extrato entre 50 e 100 pyL para nodulos e entre 800 e 1600
UL para raizes. O intervalo adotado para leitura foi de 30 segundos, considerado
adequado a medicdo da ADH, para nédulos e raizes nos gendtipos BRS 153 e BRS
154 (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Queda de absorbancia a 340 nm em ensaio enzimatico da ADH em
diferentes volumes de extrato enzimatico de nédulos dos genétipos de soja BRS 153
e BRS 154 em funcéo do tempo de reacédo, medido em intervalo de 30 segundos.
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Figura 2. Queda de absorbancia a 340 nm em ensaio enzimatico da ADH em
diferentes volumes de extrato enziméatico de raizes dos gendtipos de soja BRS 153 e
BRS 154 em funcao do tempo de reacdo, medido em intervalo de 30 segundos.
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Figura 3. Variacdo de absorbancia a 340 nm em diferentes volumes de extrato
enzimatico de nodulos e de raizes dos gendtipos BRS 153 e BRS 154 em func¢éo do

tempo de reacao para a enzima ADH.

4. CONCLUSOES

A linearidade na queda de absorbéancia foi constatada até 240 segundos para
os volumes entre 400 uL e 1600 pL de extrato enzimético de raizes e até 180
segundos para extrato enzimatico de nédulos em volumes variando entre 50 pL e
150 pL para 3.000 pL de volume final de meio de reagao.



Os resultados demonstraram atividade superior da ADH nos nodulos em
relacdo as raizes de plantas crescidas sob condigbes ndo limitantes de
disponibilidade de Os.
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