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RESUMO

Plantulas de milho submetidas a atmosferas enriquecidas com H;S foram
estudadas com o objectivo de identificar os parimetros fisiologicos mais sensiveis
a este gas ¢ comparar o comportamento desta espécie com o de outras previa-
menie estudadas nas mesmas condigdes. Trabalhos anteriores com espinafre e
outras plantas mostraram uma redugao no crescimento, uma acumulagao dos
compostos tidlicos e do sulfato, alteragdes da aclividade in vive da nitrato
redutase e da capacidade dos extractos dos tecidos vegetais em oxidar o NADH.

No presente trabalho os aspectos fisiolégicos estudados foram os seguintes:
actividade in vive da nitrato redutase das folhas; capacidade dos extractos
preparados a partir de tecidos foliares em oxidar o NADH; taxa de crescimento
da parte aérea; acumulagio de compostos tidlicos soluveis, nomeadamente a
glutationa; conteddos em sulfato e outros anides; actividade das peroxidases e
taxa transpiratdria.

Os resultados obtidos mostram que as plantas de milho sdo muito mais
tolerantes a presenca de H;$ do que outras espécies estudadas.
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SYNGPSIS

Maize seedlings submited to environments enriched in H;S were studied
in order to identify the physiological parameters most sensitive to this gas and
to compare this species wilh others already studied in ihe same conditions.
Former work with spinach and other plants had shown a reduction in growth,
an accumulation of thio compounds and of sulfate, changes of in vivo nitrate
reductase activily and of the capacity of the plant extracts in oxidising NADH.

In this work, the physiological aspects studied were: in vive nitrate redue-
tase activity of the leaves; capacity of the extracts prepared from leaf tissues
to oxidise NADH; growth rate of the shoot; accumulation of soluble thio com-
pounds, namely gluiathione; contents in sulfate and other anrions; peroxidase
aclivily and transpiratory rate.

The results oblained show that maize plants are much more tolerant to
the presence of H.S than other plant species studied.

1. INTRODUCAO

1.1. AS PLANTAS SUPERIORES NO CICLO DO ENXOFRE

Cerca de 10° toneladas de enxofre circulam anualmente na a-
tmosfera, cerca de 50% sendo de origem biologica. Esta quantidade
e proveniente da redugao de sulfatos e de enxofre organico (Post-
GATE, 1984). Tanto as plantas como certas bactérias sao capazes de
reduzir o enxofre do nivel de oxidacao caracteristico do sulfatiao
(+6) para o nivel do sulfureto (—2) (ANDERSON, 1980). No entanto
essa reducao € assimilatoria, com incorporac¢ao do enxofre reduzido
em compostos organicos. Outra via de redugao do sulfatido, rea-
lizada por bactérias dos géneros Desulfovibrio e Desulfobacter, con-
siste na metabolizagao anaerdbia do sulfato, reduzindo-o de forma
desassimilatéria (PosTGATE, 1984}.
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As plantas utilizam principalmente os sulfatos do solo como
fonte de enxofre, segundo um mecanismo que nao esta bem es-
clarecido mas que é, provavelmente, dependente de um processo
activo (MenGeL and Kirey, 1982). No entanto, verificou-se que as
plantas também sao capazes de absorver, por via foliar, compos-
tos de enxofre mais reduzidos que SO4 tais como o SOz, o H;S €
os vapores de enxofre, provenientes quer de fendémenos naturais
(erupgdes vulcanicas, aerosois emitidos por mares e rios, emissoes
resultantes do metabolismo microbiano), quer de combustoes provo-
cadas pelo Homem e causadoras de poluicao atmosférica. A ab-
sor¢ao foliar de compostos de enxofre faz-se através dos estomas
e nao esta sujeita a nenhum sistema de regulagio. Como con-
sequencia, em zonas onde a polui¢dao atmosférica é muito intensa,
pode ocorrer uma acumulagio de compostos de enxofre nas plantas,
nomeadamente sulfato, cisteina e glutationa (Maas, 1987b).

1.2. O H,§ COMO POLUENTE ATMOSFERICO

Os niveis atmosféricos de H,S em zonas nao poluidas sao ex-
{remamente baixos (entre 0,1 e 0,2 ppb), sendo de referir que a
semi-vida deste composto na atmosfera ¢ de 8 a 12 horas, sendo
facilmente oxidadoe a SO, (BeaucHaMp et al., 1984). Em zonas de in-
tensa actividade industrial ou com polui¢do provocada por outras
origens, a quantidade de H;S atmosférico pode atingir niveis supe-
riores a 100 ppb. Relativamente a Portugal, embora haja dados
disponiveis sobre os valores atmosféricos de SO,, desconhecem-se
quaisquer resultados sobre o H,S (RocHa, 1981).

As plantas que crescem em zonas com niveis atmosféricos ele-
vados de compostos de enxofre apresentam, normalmente, sintomas
de toxicidade que se podem reflectir numa redugao do crescimento
e da produgao ou em outras sintomatologias relacionadas com a sua
fisiologia (DE Kok et al., 1983; Maas et al., 1985, 1987a). A capacidade
de absorgao e os mecanismos de desintoxica¢io que possam apre-
sentar contribuem para a manifestagiao de tolerancia que as plantas
venham a manifestar, sendo certo que os factores ambientais téem
uma importancia decisiva nessa manifestacao. Por tal razao, o es-
tudo da tolerancia de cada espécie ou cultivar a poluigao por com-
postos atmosféricos de enxofre tera de ser realizado em condigoes
que permitam controlar todos os factores a que as plantas fiquem
submetidas.
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1.3. OBJECTIVOS DO ESTUDO REALIZADO

O estudo que realizamos, submetendo plantas jovens de milho a
atmosferas coniroladas e enriquecidas com diferentes concentragoes
de H,S, teve por objectivo a identificagao dos parametros fisiologicos
mais sensiveis na referida espécie, assim como a comparagao com
oulra espécie estudada nas mesmas condigoes e cujas caracteristicas
metabdlicas e sistematicas sao significativamente distintas das do
milho por se tratar de unra Dicotiledénea com mecanismo de fixagao
do €O, de tipo €3, o espinafre. Estudos anteriores demonstram
que o espinafre (e outras espécies), quando submetidas a atmos-
feras com concentrac¢ées de 0,1 ppm (ou superiores) de H,S durante
periodos relativamente curtos, apresentam uma acentuada redugao
do seu crescimento (Maas et al., 1985, 1987a}; uma significativa acu-
mulagao de compostos tiolicos, particularmente de glutationa e de
sulfato (DE Kox et al., 1985); alteracdes na actividade in vive da
enzima nitrato redutase (DE Kok et al., 1986) e na capacidade dos
seus extractos em oxidar o NADH (Maas and De Kok, 1988).

No trabalho experimental do presente estudo comegaram por
ser abordados os seguintes aspectos: actividade in vivo da nitrato
redulase, em folhas; capacidade dos extractos foliares em oxidar o
NADH; taxa de crescimento da parte aérea. Como no decorrer do
trabalho se verificou que os resultados obtidos com o milho eram
significativamente diferentes das respostas obtidas com espinafre,
apontando para uma maior tolerancia do primeiro, forain analisados
outros parametros, nomeadaniente: a acumulacao de compostos
tiolicos soliiveis (particularmente a glutationa), os teores de sulfatos
e de outros aniodes, a actividade in vifro das peroxidases, e a taxa
transpiratoria.
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2. MATERIAL E METODOS

A) CRESCIMENTO DAS PLANTAS

O material utilizado foi o milho hibride CM105 x MBS501 for-
necido pela Zea Select (Groningen, Holanda). Em todos os ensaios,
a excepcao das medigoes da taxa transpiratéria e de algumas deter-
minagoes de taxas de crescimento, em que foi usada toda a parte
aérea, trabalhou-se com a segunda folha em fase estaciondria de
crescimento de plantas com 15 dias.

As sementes foram plantadas em vasos com vermiculite e ger-
minadas em agua, a 27°C. Apés a emergéncia do coledptilo e o
desbaste das plantas de modo a deixar apenas trés por vaso, estes
foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (25°C—
-22°C), humidade relativa (65%}), e iluminagao (270 gmoles m~? 571,
fotoperiodo 12-12). Durante o periodo de crescimento forneceu-se
solugdo nutritiva 1/4 Hoagland por trés vezes; nos intervalos os va-
sos foram regados com agua sempre que necessario.

B) FUMIGACAO

Para cada ensaio as plantas foram expostas a diferentes con-
centragoes (0,25, 0,4 ou 1,0 ppm) de H;S ou a ar normal em camaras
cilindricas de 0,2 m® (0,65 cm de diametro) em ago inoxidavel e com
cobertura em “plexiglass”, sendo a iluminagéo fornecida através do
topo por uma lampada Philips HPI-T de 400 W com uma intensidade
de 170 (“normal”) ou 35 (“baixa”) gmol m~? 57! e um fotoperiodo
de 12 horas (Fig. 1). O H;S diluido em azoto foi misturado com o ar
até & concentragao desejada por meio de um controlador electrénico
de fluxo ASM (Bilthoven). O fluxo do ar era de 0,05 m® min™' e
a atmosfera interior estava continuamente em circulagao por acgao
de uma ventoinha. A temperatura do interior da camara era de
22°C controlada pelo ajustamento da temperatura das suas pare-
des. Para os ensaios com intensidade luminosa “baixa” as plantas
foram previamente “aclimatadas” a essa intensidade luminosa du-
rante 8h. Para cada ensaio foi estabelecido um lote testemunha
mantido em condigoes idénticas ao do fumigado mas submetido a
uma atmosfera de ar normal.
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FIGURA 1

Cdmara de fumiga¢do onde foram colocados os vasos com
as plantas submetidas aos tratamentos com diferentes
concentragoes de H,S. (Fotografia de F. Maas).

C) TECNICAS EXPERIMENTAIS

As amostras utilizadas para os ensaios in vivo e in vifro eram
constituidas por quadrados de cerca de 0,5 cm de lado, cortados a
partir do tergco médio da 2* folha, excluida a nervura central, de 27
plantas “fumigadas” e de igual nimero de testemunhas. Para cada
ensaio foram preparadas um minimo de trés amostras com pesos
entre 0,2 e 0,1g, analisadas em 2 ou 3 repetigoes.




ACGAO DO H;S SOBRE PLANTULAS DE MILHO 15

C)) ACTIVIDADE AEROBIA in vivo DA NITRATO REDUTASE

Apés infiltragao por vacuo, durante 2 minutos, do meic de in-
cubagao constituido por 5ml de tampao fosfato 1 M, pH 7,5, nitrato
de potassio 0,1 M, 2,5% n-propanol, o material vegetal foi incubado
em tubos de vidro, com uma vareta alargada em disco na extremi-
dade imersa mantendo o material vegetal mergulhado no meio, a
30°C, durante uma hora, apds o que se procedeu imediatamente a
quantificagao colorimétrica do nitrito formado (1 ml de meio de in-
cubagao, 1 ml de sulfanilamida a 1% em HCI 1,5 N, 1 ml naftiletileno-
diamina, HCl a 0,01%). Depois de desenvolvida, a cor foi lida a
540 nm num colorimetro Vitatron e a conversao em nitrito feita a
partir da correspondente curva de calibracdo. Os resultados foram
expressos em pumoles NO, g=! PF h™1,

Cz) ACTIVIDADES ENZIMATICAS In viiro

As amostras, apés congelamento em azoto liquido, foram re-
duzidas a pé num almofariz e os respectivos extractos preparados
com tampao e os adjuvantes apropriados para cada tipo de activi-
dade a medir. Apds filtracao e centrifugagao os extractos foram
imediatamente analisados. Todas as operagoes foram realizadas a
4°C.

Para a determinagio da actividade das peroxidases homogenei-
zou-se o material em 5 ml de tampao fosfato 13 mM, pH 75 e, apos
filtragao, centrifugou-se a 20000 xg durante 20min. A actividade
foi medida por leitura, a 470 nm, da absorvancia correspondente a
peroxidacao do guaiacol, a 30°C, num espectrofotometro Beckman
34 de duplo feixe. O meio de reacgio era constituido pelo tampao de
homogeneizagao, guaiacol 6,6 mM, H;0, 6,6 mM e uma amostra de
0,2ml de extracto num volume final de 3ml. A reacgao foi sempre
iniciada pela adi¢do do H,0; e lida contra um “branco” em que
o H;0; foi substituido por H,0. Os resultados foram expressos em
variagao da absorvancia a 470nm g~ ! PF min~!. Para medir o efeito
directo do H,S sobre a actividade do extracto fez-se borbulhar o gas
concentrado (1470 ppm ou 2,06 pug ml~' ), com um fluxo de 50 ml
min~!, durante o tempo necessirio para que fossem atingidas as
concentragoes desejadas no volume de extracto utilizado.
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Quando se pretendeu medir a capacidade dos extractos em oxi-
dar o NADH, desintegrou-se 1g de material vegetal em tampao fos-
fato 50 mM, pH 7,5, num voluine total de 10ml e, depois de fil-
trado, o extracto foi centrifugado a 30000 ~g, durante 15min. O
meio de reac¢ao era constituido pelo tampao de extracgao, 0,2ml
de extracto ¢ NADH na concentracio final de 0,1 mM num volume
de 2ml; a reacgao foi iniciada pela adigao do NADH e lida contra
uma referéncia semn NADH, a 340 nm. Como inibidores usou-se a
superoxidodismutase (SOD) (200U}, o cianeto de potassio (1 mM) ou
ambos. Os resultados foram expressos em gmoles NADH oxidado g=!

PF min~*'.

C3) TEOR EM COMPOSTOS TIOLICOS SOLUVEIS (GLUTATIONA)

O material vegetal (0,5g) foi desintegrado com wm Ultra-Turrax em
5ml de uma solugao de ascorbato de sédio a 0,3% na qual se fez borbu-
Ihar azoto. Apds filtragao o extracto foi desproteinizado por imersao
num hanho a 100°C, durante 3 min., apés o que foi centrifugado a
30000 - g durante 15min. A determinagdo dos grupos —SH livres na
fracgdo nao proteica foi feita através da reacgdo de Ellman que usa
como reagente especifico o 5-5’-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB
ou reagente de Ellman) 10mM em tampao Tris-HC1 0,02M, pH 7,0. A
mistura de reacgao era constituida por 1,5 ml de Tris 0,2 M, pH 8,0, 0,5 ml
de extracto e 0,1l de DTNB e a absorvancia lida a 415 nm. Foi feita
urmna correcgao para a absorvancia do extracto (com o DTNB substituido
por agua) e para a do DTNB {com a amostra substituida pelo ascorbato
de sbdio). Os resultados, determinados a partir da absorvancia molar
do grupo —SH de 13 600, foram expressos em pmoles -SH g=! PF. A
adicao de glitationa reduzida como padrio internc permitiu verificar
que o rendimento da reacgao é de cerca de 60%. O método que utiliza
como meio de extragao e de desproteinizagao o acido sulfosalicilico nao
pode ser aplicado na preparagio de extractos de folhas de milho devido
ao aparecimento, na mistura da reacgao de Ellman e nos brancos, de
uma colora¢do intensa, com maximo de absorcac a 310 nm, gue inter-
feria com a leitura da reac¢do. Com outras espécies este método é de
aplicacao corrente com a vantagem de, evitando a fervura, permitir um
rendimento da reac¢do da ordem de 90%.
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Cs4) CONCENTRAGAO ANIONICA

Os extractos foram preparados por homogeneizagao de 0,56g de
material foliar em 5ml de dgua bidestilada, com Ultra Turrax, des-
protinizados por incubagao a 100°C durante 3min e centrifugados a
30000 xg 15min. O sobrenadante foi conservado a -20°C até ser anali-
sado por HPLC (High-Perfomance Liquid Chromatography) segundo o
método descrito por Maas et al., 1986. O sistema usado era composto
por uma bomba (Kipp Analytica mod 9208), um injector Rheodyne
mod 7125 com um “loop” de 20 ul, uma coluna de troca anidnica de
amonia quaternaria (250x 4,6 mm) com pré-coluna (75x 2,1 mm}), um
detector por refractometria diferencial com um LED de 950 nm (Knauer
mod 98.00) e um processador de dados (Chromatopac C-R1B, Shimadzu
Corp.). A coluna e o detector foram mantidos a 26°C por meio de um
banho com circulagao. A fase movel era constituida por uma solugao de
biftalato de sédio 0,03 M, pH 4,1, filtrada através de um fltro de fibra
de vidro com poro de 1,6 um (Whatman) e desgaseificada por vacuo. O
sistema fol previamente calibrado com uma solu¢ao 5mM de KH,PO,.
3H,0, NaCl, KNO; e Na;504 (Fig. 2} e programado de modo a quan-
tificar os mesmos anides presentes nas amostras, em nM. Estas foram
sempre injectadas em frac¢des de 20 gl. Os resultados foram expressos
em pmoles g=! PF.

Cs) TaXA TRANSPIRATORIA

Apds pesagem os vasos foram completamente cobertos com folha de
aluminio. No termo do periodo definido (4 h} foram novamente pesados
assim como o material vegetal. Assumiu-se que a diferen¢a de peso
verificada correspondeu ao vapor de &gua transpirado pelas plantas. Os
resultados foram expressos em mgH,0 g~ PFh~!.

Cs) TaXA DE CRESCIMENTO

A taxa de crescimento foi determinada por variagao do peso fresco
e do peso seco, sendo este valor obtido apds manutencao do material a
80°C durante o tempo necessirio para obter pesagens constantes. Os
valores do peso fresco foram expressos em g € os do peso seco em mgg ™"
PF.
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FIGURA 2 — Cromatograma de uma solucdo 5mM de KH,PO,,
NaCl, KNO; e Na; 50, separada por HPLC e com
detecgdo anionica por refractometria.
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3. RESULTADOS

As plantas estudadas em intensidade luminosa “baixa” apre-
sentaram, para cada tratamento, valores da actividade in vive da
nitrato redutase ligeiramente superiores aos das testemunhas, em-
bora sem nunca ultrapassar os 10% de aumento. Alids, a menor
diferenca (4%) verificou-se no tratamento mais prolongado (96 h),
na presenga de 1,0 ppm de H;S. Para condigoes de iluminacao “nor-
mal” os valores da actividade da enzima foram mais elevados do que
em luz “baixa”, tanto nas testemunhas como nas plantas tratadas,
mas estas apresentaram um decréscimo de cerca de 17% relativa-
mente as testemunhas (Fig. 3).

Os teores dos compostos —SH soluveis sao praticamente ¢ do-
bro nas testemunhas em luz “baixa” do que nas que cresceram em
luz “normal”. Todos os tratamentos de fumigagao provocaram o
aumento desses teores tendo-se o efeito acentuado com o tempo de
tratamento e com a intensidade luminosa: em luz “baixa”, 48h e
96 h de adigao de H,S conduziram a acréscimos de 1,5 e 2,5 vezes,
respectivamente, enquanto com luz “normal” as plantas tratadas
possuiam cerca de 4,5 vezes os teores das testemunhas (Fig. 4).

A actividade peroxidasica dos extractos foliares das plantas
testemunhas e das que foram fumigadas com H,;S apresentou va-
lores relativamente préximos, notando-se um ligeiro acréscimo de
actividade nunca superior a 10%, quando a concentragao do gas
aumenta (Fig. 5). Quando se borbulha o gis directamente nos
extractos observa-se, como se pode verificar pelas curvas da Fig. 6,
umn acentuado efeito inibidor da actividade enzimatica, tanto nos
extractos provenientes de plantas testemunhas como nos extractos
das plantas tratadas.

A capacidade de oxidagao do NADH pelos extractos preparados
como foi descrito, foi idéntica nas testemunhas e nas plantas fumi-
gadas. A SOD nao teve qualquer efeito sobre a capacidade oxidativa
dos extractos enquanto o cianeto a anulou totalmente (Tab. 1).



FIGURA 3 ~ Actividade in vivo de folhas de plintulas de milho em luz “baiza” e em luz “normal”
submetidas a diferentes concentracées de H,S durante periodos de 48 e 96 horas.
Os valores sdo a média de trés repeticées analisadas em duplicado +DP.

A

Luz NoAMAaL

J

LUz BAIX A

pmoies NO; g PER!

Hog S (ppm)
e 45 ——— Horas

- e e  E h e e e e A e e e e e e e = A



ACGAO DO H;S SOBRE PLANTULAS DE MILHO

21

FIGURA 4 - Teores de compostos tidlicos soliveis de folhas de
plintulas de milho em luz “baiza” € luz “normal” e
submetidas a 1,0ppm de H,S durante periodos de {8
e 96 horas. Os valores sd@o ¢ média de trés eztraclos
analisados em duplicado £ DP.

pmoles SH g PF

b

0

=]
A Y

0,

LUZ BAIXA

y

LUZ ‘NORMAL

49

1,0

10

48

—— e e m Em e . Em - - e - e E EEEE—E-—— - E— - — o — — ————— = — — — — —{

0 10 HS (ppmi)

Horas




22 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

FIGURA 5 — Actividade peroriddsica de eztractos foliares de
plintulas de milho submetidas o diferenties concen-
tracées de H,S durante {8 horas. Os valores sdo
a média de trés extractos analisados em duplicado
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FIGURA 6 - Inibicdo da actividade peroziddsica de extractos foliares de plintulas testemunhas (T)
e de plaintulas fumigadas com 1,0ppm de H, S durante 48 horas (F), em consequéncia
de concentra¢ées crescentes do gds borbulhado directamente nos ertractos.
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TABELA 1

Efeito de §8h de iratamento de plantulas de milho com 1ppm de H,S
sobre a capacidade de eztractos da 2 folha em oxidar o NADH.
A ozidagdo do NADH foi medida na presenga e na auséncia
de superozido dismutase (SOD) e de KNC.

Capacidade de oxidagao

H,5 do NADH (umol g~! PF h~?)
(ppm)
+$0D +KCN
0 9.6 9.6 0
9,6 9,6 0

Em condicoes de luz “baixa”, a acumulagaio de anioes nas
plantas tratadas com 0,25 ppm de H,S durante 48 h manifestou um
ligeiro acréscimo; o aumento da concentragao do gas conduziu a um
decréscimo para niveis idénticos a testemunha (sulfatido), ligeira-
mente inferiores (fosfatiao) ou de cerca de 50% (cloretiao e ni-
tratiao). A aplicagao de 1,0 ppm durante 96 h manteve o decréscimo
do iao nitrato (33%) mas a acumulagio do iao sulfato foi significa-
tiva (72%) (Fig. 7; Tab. 2). Em luz “normal” e apés uma fumigagao
de 48h com 1,0 ppm de H.S, o resultado mais significativo foi nao
se ter detectado a presenga do 1do nitrato tanto nas testemunhas
como nas plantas tratadas e um aumento de 28% no teor de sulfatiao
(Fig. 8; Tah. 2).

A taxa transpiratéria apresentou valores superiores em cerca
de 50% nas plantas que cresceram em luz “normal”, sem que se
tivessem detectado diferengas significativas nas plantas fumigadas
para ambos os niveis de intensidade luminosa (Tab. 3}.

O crescimento da parte aérea acima da 22 folha nao foi significa-
tivamente alterado por nenhum dos tratamentos embora as plantas
que cresceram em luz “baixa” tenham apresentado valores de peso
fresco ligeiramente superiores {entre 10 e 15%) quando fumigadas
com 1ppm de H,;S (Tab. 4).
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FIGURA 7 - Cromatogramas de extractos foliares de plantulas
testemunhas (A) e de plintulas fumigadas com
1,0ppm de H,S durante 96 horas (B), em condigdes
de luz “baira”, separados por HPLC e detectados por
refractometria.
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FIGURA 8 — Cromatogramas de extractos foliares de pliniulas

testemunhas (A) e de plintulas fumigadas com
1,0 ppm de H,S durante 48 horas (B), em condigoes
de luz “normal”, separados por HPLC e detectados
por refratometria.
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TABELA 2 - Efeito de diferentes tratamentos com H,5 sobre o teor
em anides de extractos da 2 folha de plantulas de
milho. Cada valor represenia a média de dois ezxtrac-
tos analisados em duplicado + DP.

H,S Tempo PO}~ Cl- NOj; S0%~
(ppm)  (h) (umol g~ PF})
LUZ “BAIXA”

0 48 93+24 3,1+1,2 64£1,2 7,1+1,2
0,25 ” 11,3+2,1 35+2,1 76+1,0 84+1,0
0,40 ” 87+12 24+0,3 74£0,8 7,110,7
1,0 " 74+19 1,740,2 3440,2 17,0408
0 96 8,9+27 20407 7,3+1,0 6,1+0,3
1,0 " 76422 28+05 4,940,7 10,5404

LUZ “NORMAL”
48 10,4+14 2,004 0 7,611,2
1,0 Y 86+1,2 24110 ] 9,74+0,2

TABELA 3 - Taza transpiratoria de plantulas de milho na auséncia e
na presenca de H,S em dois regimes de iluminagdo. Os
valores sio a média de 9 plintulas envasadas + DP.

H;S Taxa TRANSPIRATORIA (g H,O g7* PFh™')
(ppm)

LUZ “BAIXA” LUZ “NORMAL"

0 0,1840,08 0,33:0,04
1,0 0,2040,1 0,30+0,03
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TABELA 4

Crescimenlo da parte aérea acima da 2 folha e da 2* folha de plintules
de milho submetidas a diferentes tratamentos com H,5S.
(n = n® de plantulas).

H,S& Tempo PEeso FrEsco PEso SEco n
(ppm)  (h) (5) (mg g ' PF)
PARTE AEREA ACIMA DA 2% FOLHA
LUZ “BAIXA"
0 48 0,404+0,09 82+5 27
0,25 " 0,36+0,09 82+4 9
0,40 " 0,41+0,1 B1+42 9
1,0 " 0,47+0,08 8942 9
0 96 0,43+0,08 7744 9
1,0 Y 0,2840,15 82+4 9
LUZ “NORMAL"
48 0,20+0,06 9345 9
1,0 " 0,23+£0,07 9314 9
2% FOLHA
48 0,50+0 109412 3
1,0 " 0,50+0 113112 3

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A actividade in vivo da nitrato redutase medida em aerobiose
em folhas de espinafre (Spinacea oleracea [..) aumenta até cerca
de 5 vezes apés 24h de tratamento com 0,25 ppm de H,S em luz
“baixa” (35 pmol ~? s7'), (De Kok et al., 1986). Este resultado pode-
ria derivar de um efeito inibitério do H,S sobre enzimas oxidativas
do NADH (Maas and DE Kok, 1988) distintas das desidrogenases que
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participam no processo respiratério, dado que a actividade respi-
ratoria de folhas de espinafre tratadas nao e alterada (De Kok et
al., 1986). Na 2* folha de plantulas de milho submetidas a trata-
mentos com concentragoes de H,S equivalentes ou até superiores as
acabadas de referir para as folhas de espinafre, a actividade in vivo
da nitrato redutase apresentou aumentos negligiveis, nunca superi-
ores a 10% (Fig. 3). Por outro lado, a capacidade dos extractos de
folhas de plantulas de milho tratadas em oxidar o NADH foi idéntica
a das testemunhas enquanto que no espinafre se verificou uma ini-
bigao de 40% (Maas and DE Kok, 1988). Ao contririo do que foi
descrito para extractos de folha de espinafre, a oxidagio do NADH
por extractos de milho revelou-se totalmente independente da SOD
excluindo a presenga de reacgées mediadas por superdxidos. De
referir ainda a total inibigio das referidas reaccoes pelo KNC, resul-
tado que também nao se verificou com extractos de espinafre onde
apenas 60% da capacidade em oxidar o NADH € inibida pelo cianeto.

A actividade das peroxidases é frequentemente utilizada como
indicador de “stresses”, o seu valor aumentado em situacoes de
déficite hidrico (AmAncio, resultados nao publicados), de poluigao
pelo SO, (Pierre and QuEIROZ, 1962) ou de senescéncia (LEWINGTON
et al., 1967). No caso concreto do H;S, o efeito inibitério poderia
resultar da sua complexacao com as enzimas, como foi verificado
em raizes de plantulas de arroz (ALLaM and Horris, 1972). Tal nao
se verificou nas folhas de milho onde a actividade peroxidasica au-
mentou ligeiramente (Fig. 5), tal como se observou em folhas de es-
pinafre (Maas and DE Kok, 1988) embora neste material o aumento
da actividade da enzima seja acentuado traduzindo, provavelmente,
um “stress” mais pronunciado. No entanto, quando o gas foi di-
rectamente borbulhado nos extractos foliares de milho observou-
-se uma marcada inibigao da actividade peroxidasica embora mais
acentuada nos extractos das plantas tratadas (Fig. 6). O “plateau”
atingido deve traduzir o maximo da dissolugao do gis no extracto
mas o tipo de curva obtido poe em evidéncia o efeito inibidor do
acido sulfidrico sobre a cinética das peroxidases. A auséncia de
efeito pronunciado nos extractos das plantas de milho fumigadas
poderia significar a existéncia de uma maior compartimentagao do
H,S do que no espinafre.

A acumulagdo de compostos tidlicos, em particular ou exclu-
sivamente glutationa, em resposta a fumigagao com H;S ficou bem
demonstrada em espinafre (DE Kok et al.,, 1985, 1986). A glutationa
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poderia funcionar como uma forma de acumulagio de enxofre re-
duzido mantendo a cisteina em niveis adequados a regulagao do
metabolismo do enxofre (RoNnNENBERG, 1984). Na 2* folha de milho
desenvolvido em luz “baixa”, a presenga de 1,0 ppm de H,S durante
48 ou 96 h da origem a um aumento de teor em compostos tidlicos
de 1,5 e 2,5 vezes relativamente as respectivas testemunhas (Fig. 4).
Este efeito esta proximo do aumento de 3,5 vezes obtido por DE Kok
el al. (1983) em espinafre nas mesmas condi¢oes de iluminagao apos
um periodo de 15 dias de aplica¢io de 0,30 ppm. Com iluminagao
“normal” as folhas de diferentes variedades de Spinacea oleracea
tratadas durante trés semanas com 0,25 ppm de H;S apresentaram
teores de compostos tidlicos entre 2 e B vezes superiores aos das
testemunhas (Maas et al., 1985). No milho, nas mesmas condigoes
de iluminagao, os teores medidos na testemunha sao praticamente
metade dos que se mediram na testemunha em luz “baixa”, cer-
tamente devido a auséncia do efeito provocado pela iluminagao
insuficiente; o efeito da fumigagao foi particularmente acentuado
conduzindo, ao fim de 48 h, a um resultado que é cerca de 4,5 vezes
o da testemunha respectiva (Fig. 4).

Considerando ainda as condi¢bes de luz “normal” verifica-se
que a acumulagdo de sulfatido é, apds 48h de tratamento com
1,0 ppm de SH,, apenas superior em 28% a testemunha (Tab. 2,
Fig. 8) enquanto em luz “baixa” esse aumento foi bastante mais
acentuado (72%) o que pode significar que as condigoes de ilu-
minag¢ao nao sao favoraveis a sua posterior redugao. Note-se que a
acumulacao do sulfatiao € um fenémeno comum e situag¢oes de ex-
cesso de compostos com enxofre independentemente da sua forma,
podendo os compostos mais reduzidos como o H,S ser oxidados a
sulfato ou inibir a redugao deste 130 que, consequentemente, se acu-
mula (RONNENBERG, 1984).

A luz “baixa” com que se realizou a maior parte das experién-
cias deste estudo, com o objectivo de manter as condigdes usadas
para o espinafre e permitir a comparacao dos resultados €, aparen-
temente, insuficiente para o milho, que possui um elevado ponto de
compensac¢ao para a luz. Por exemplo, quando se usou luz “nor-
mal” o nitrato deixou de se acumular tanto nas testemunhas como
nas plantas tratadas (Tab. 2, Fig. 8), resultado que se coaduna com
valores mais elevados da actividade da nitrato redutase e que pode
traduzir uma maior capacidade redutora. A acumulagio de glu-
tationa foi ainda, nas plantas fumigadas, a mais elevada, podendo
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revelar um maior metabolismo do H,S que se traduz por uma mo-
derada acumulagao de sulfato e que pode resultar da diminuigao
da sua absorgao regulada pelo teor de compostos reduzidos de en-
xofre (RONNENBERG, 1984). De referir igualmente que a auséncia
de diferengas na taxa transpiratoria das plantas tratadas relativa-
mente as suas testemunhas e para ambas as condigdes de iluminagio
(Tab. 3}, poderia mostrar que o gas nao s6 nao actua ao nivel da
resistéencia estomatica como nao provocou alteragoes significativas
na absorgao mineral.

No que diz respeito aos efeitos sobre o crescimento, tratamen-
tos de 2 ou 3 semanas provocaram redugoes de peso fresco até cerca
de 60% em espinafre (Maas et al.,, 1985), de 27% em beterraba e de
menos de 10% em milho (De Kok et al., 1983) sem contudo afectarem
a sua matéria seca ou a aumentarem apenas muito ligeiramente.
Os ensaios de curta duracao realizados com milho nao provocaram
alteragoes significativas do crescimento das plantulas, os maiores
valores de peso fresco observados nas plantas em Inz “baixa” re-
sultando certamente de um efeito de estiolamento ja que nao se
traduzem num correspondente aumento de peso seco. De referir
apenas acréscimos de peso fresco de 18% e 12% nos tratamentos
com 1,0 ppm ¢ durante 48 e 96 h, respectivamente, que nao tiveram
idéntica repercussio no peso seco que sé aumentou cerca de 9% e
7%. O peso fresco das plantulas em luz “normal” passou para quase
metade, revelando auséncia de estiolamento, enquanto a matéria
seca foi ligeiramente superior, nao acusando qualquer efeito da fu-
migacao.

Os resultados obtidos apds um tratamento breve sobre plan-
tulas de milho permitem concluir que esta espécie apresenta maior
tolerancia que outras, nomeadamente o espinalre, em particular
quanto aos parametros do crescimento. De salientar que como o
milho € uma planta de crescimento rapido, o numero de fothas das
plantulas usadas no presente estudo era pouco inferior ao de folhas
de espinafre tratado durante 15 a 21 dias. A sua maior tolerancia
traduzida ainda na insensibilidade de outros processos fisioldgicos
nao parece poder imputar-se as suas caracteristicas de planta C,
pois outras Monocotiledoneas C3 manifestam o mesmo tipo de com-
portamento (STuLEN, 1., comunica¢ao pessoal). lmporta que estu-
dos subsequentes possam vir a esclarecer quais sao as caracteristicas
fisiologicas partilhadas por essas espécies que lhes conferem maior
resisténcia ao H,S.
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