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Expressao isoenzimatica e do vigor
de sementes de centeio sob efeito da

restricao hidrica

Isoenzyme expression and the seed vigor of rye under effect

the water restriction
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RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar o
efeito da restricdo hidrica sobre a expressdo
isoenzimatica ¢ o desempenho de sementes ¢
plantulas de centeio. Para simulagdo do déficit
hidrico foram empregados os potenciais 0smoticos
0,0;-0,25;-0,50 € -0,75 MPa. Foram avaliados a
germinagdo, primeira contagem de germinagao,
indice de velocidade de germinagdo, comprimento
¢ massa seca de parte area ¢ de raiz, a expressao
das isoenzimas peroxidase, malato-desidrogenase,
glutamato-oxalacetato-transaminase, esterase
¢ fosfatase acida. A germinagdo, a primeira
contagem, o indice de velocidade de germinagao,
0 comprimento ¢ a massa seca de parte aérea
¢ de raiz foram reduzidos quando ocorreu a
diminuigdo do potencial osmotico. A expressdo ¢ a
intensidade de bandas das isoenzimas peroxidase,
malato-desidrogenase, glutamato oxalacetato
transaminase, esterase ¢ fosfatase acida foram
alterados de forma distinta pelos potenciais
osmoticos. A restri¢ao hidrica afeta negativamente
o desempenho de sementes e plantulas de centeio.
Potenciais osmoticos inferiores a -0,25 MPa
reduzem drasticamente a germinagao, o vigor e
o crescimento inicial de plantulas, que mantém
potencial relagdo com a alteragdo da expressdo
de diferentes sistemas isoenzimaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Crescimento, enzimas,
estresse hidrico, performance, Secale cereale L.

Introducao

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the
effect of water restriction on isozyme expression
and performance of seeds and seedlings of rye.
For simulation of water deficit were employed
osmotic potential 0,0, -0,25; -0,50 ¢ -0,75 MPa.
Germination, first counting of germination,
germination speed index, length and dry mass
of seedlings shoot and roots were evaluated
and total expression of isoenzymes peroxidase,
malate dehydrogenase, glutamate-oxalacetate
transaminase, esterase and acid phosphatase.
The germination, first counting of germination,
germination speed index, length and dry mass
of seedlings shoot and roots were reduced by
decreased the osmotic potential. The expression
and intensity of bands isoenzymes peroxidase,
malate dehydrogenase, glutamate-oxalacetate
dehydrogenase, esterase and acid phosphatase
were altered differently by osmotic potential. Water
restriction adversely affects the performance of
seeds and seedlings of rye. Osmotic potentials below
-0.25 MPa drastically reduce germination, vigor
and early growth of seedlings, which maintaining
potential relationship to altered expression of
different isozyme systems.

KEYWORDS: Growth, enzymes, water estress,
performance, Secale cereale L.

O centeio ¢ uma cultura de inverno que, comparada aos
demais cereais de estacdo fria, apresenta elevada rusticidade
e adaptacdo a condigdes edafoclimaticas adversas. Espécie
cuja area cultivada atinge cerca de 1,7 mil hectares, com
produgdo média de 2,9 mil toneladas e produtividade média
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no Brasil, na safra de 2013/2014, de 1,7 toneladas por hectare
(COMPANHIA..., 2016).

A disponibilidade de 4gua ¢ uma das principais limitagdes
para o cultivo, por afetar o adequado estabelecimento das plantas
em campo, por interferir na relagdo hidrica entre planta, solo
e atmosfera e alterar seu metabolismo modificando diversos
processos fisiologicos, com reflexos sobre o crescimento e o
desenvolvimento vegetal NOGUEIRA; MORAES; BURITY,
2001).

A absorcao de agua pela semente ¢ um processo fisico-quimico
essencial para a retomada da atividade metabdlica apos a
maturidade fisiologica. A agua, capaz de dissolver grande
quantidade de compostos, possui elevado potencial quimico e
desempenha papel fundamental no processo germinativo, por
permitir a reidratacdo dos tecidos, a intensificagao da atividade
respiratoria e demais processos metabolicos visando a sintese
de novos compostos, a hidrdlise e a translocaggo de assimilados
para o embrido (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).

Os eventos relacionados ao processo germinativo podem
ser inviabilizados por potenciais hidricos muito baixos que
influenciam na absorc¢do de agua pela semente (PESKE;
VILLELA; MENEGHELLO, 2012) e cada espécie apresenta
um valor de potencial hidrico, abaixo do qual a germinagdo
nao ocorre (LOPES; MACEDO, 2008). Neste sentido, segundo
Machado Neto et al. (2004) sementes submetidas a restrigdo
hidrica apresentam redug@o na expressdo do vigor.

A reducao no indice de velocidade e na porcentagem de
germinagao sdo verificados em condigdes de déficit hidrico
¢ demonstram redu¢@o do vigor e da viabilidade da semente.
A inibigao destes processos fisiologicos € atribuida a alteragao
da atividade e do padrdo de expressdo enzimatica, que caso se
processe inadequadamente, inviabiliza a sequéncia de eventos
que refletem na protrusdo radicular e na emergéncia das plantulas
em campo (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).
Neste sentido, a exposicdo das sementes durante o processo
germinativo a condic¢des de restri¢ao hidrica, podem levar a
elevacdo na produgao de radicais livres, prejudicar o padrao de
expressdo de isoenzimas, afetar a seletividade de membranas
(MALONE et al., 2007; HENNING et al., 2010), fatores que
por sua vez estdo ligados estreitamente a expressao do vigor
das sementes.

Estudos visando simular condigdes de restri¢do hidrica,
por meio de solugdo aquosa de polietilenoglicol, tém sido
realizados para avaliar o desempenho de sementes e plantulas
em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica. Este estresse
ocasiona reduc@o na germinagao das sementes e no crescimento
das plantulas (DANTAS et al., 2011), pela reduc@o da expanséo e
do alongamento celular (MOTERLE et al., 2006) nesta condicao.

Assim, trabalhos voltados a avaliagdo da restri¢ao hidrica sob
a germinagdo e o vigor, tem sido desenvolvidos com diversas
culturas como feijao (MORAES; MENEZES; PASCUALI,
2005; CUSTODIO; SALOMAO; MACHADO NETO, 2009),
canola (AVILA et al., 2007), milho (MOTERLE et al., 2006;
KAPPES etal., 2010) e soja (BRACCINI et al., 1998; MORAES;
MENEZES, 2003; SILVA; RODRIGUES; VIEIRA, 2006).
No entanto, para centeio, ha caréncia de estudos relacionados a

qualidade fisiologica de sementes e a expressao isoenzimatica
em plantulas.

Considerando a possibilidade de que sementes e plantulas
de centeio possam apresentar sensibilidade ao efeito do déficit
hidrico, este trabalho objetivou avaliar o efeito da restricdo
hidrica sobre a expressdo isoenzimatica e o desempenho de
sementes e plantulas da referida espécie.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia
de Sementes do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes da Universidade Federal de Pelotas,
situada na latitude 31°52” S, longitude 52°21° W e altitude 13 m.

Foram utilizadas sementes de centeio, cultivar BRS Serrano
produzidas pela Cooperativa COTRIJUI. A amostra média foi
obtida segundo Brasil (2009) e os tratamentos consistiram em
quatro potenciais osmoticos (0,0; —0,25; —0,50 e —0,75 MPa),
estabelecidos a partir de testes preliminares por meio de solugdes
compostas por agua destilada e diferentes concentra¢des de
polietilenoglicol (PEG-6000), empregando-se a relacdo massa
e volume (m/v). Para avalia¢do da influéncia do déficit hidrico
sobre o desempenho fisioldgico de sementes e a expressao
isoenzimatica em plantulas de centeio foram realizados os
seguintes testes:

Teste de germinacio (G): avaliada por meio de quatro
amostras de quatro subamostras de 50 sementes. As sementes
foram dispostas em rolos formados por trés folhas de papel
germitest, umedecidas com as solugodes de diferentes potenciais
osmoticos em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel. Os rolos foram transferidos para camara de germinagao
tipo BOD a 20 °C e periodo luminoso de 12 horas. A contagem
foi realizada aos sete dias ap6s a semeadura e os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais, conforme
indicado pelas Regras de Analise de Sementes - RAS (BRASIL,
2009).

Primeira contagem da germinacdo (PCG): realizada
conjuntamente ao teste de germinacdo, com avaliagdo aos
quatro dias ap6s a semeadura. Os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais, conforme indicado pela
RAS (BRASIL, 2009).

Indice de velocidade de germinagio (IVG): obtido a partir
de contagens diarias das sementes germinadas (protrusdo
radicular minima de 3 a4 mm). As contagens foram realizadas
até a obtencao do nimero constante de sementes germinadas.
O IVG foi obtido de acordo com Nakagawa (1994).

Comprimento de parte aérea (CP,) e de raiz de plantulas
(C,): avaliados por meio de quatro subamostras de 10 plantulas,
ao final do teste de germinagdo. O comprimento de parte aérea foi
obtido pela medida da distancia entre a inser¢ao da por¢ao basal
da radicula ao apice da parte aérea, enquanto, o comprimento
de raiz foi mensurado pela medida da distancia entre a parte
apical e basal da raiz (NAKAGAWA, 1999). Os resultados
foram expressos em milimetros por 6rgdo (mm érgéo™).

Massa seca parte aérea (MS,,) e de raiz das plantulas
(MS,): obtida pela aferigdo da massa de quatro subamostras de
10 plantulas, ao final do teste de germinagdo. As partes aéreas
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e raizes foram acondicionadas em envelopes de papel pardo
e submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forgcada sob
temperatura de 70 °C, por 72 horas (NAKAGAWA, 1999).
Os resultados foram expressos em miligramas por 6rgao
(mg 6rgdo™).

Expressdo isoenzimatica: o material vegetal utilizado
para a determinagdo das isoenzimas foi obtido pela coleta de
10 plantulas do teste de germinagéo, sete dias apds a semeadura.
A expressao das isoenzimas peroxidase, malato-desidrogenase,
glutamato-oxalacetato-transaminase, esterase e fosfatase acida
foi determinada pelo sistema de eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida. Para isso, as plantulas foram maceradas
separadamente em gral de porcelana, em banho de gelo. Apds,
200 mg do macerado de cada amostra foi transferido para tubos
de microcentrifuga e acrescidos de solug@o extratora (Borato
de Litio 0,2 M a pH 8,3 + Tris Citrato+0,2 M a pH 8,3) +
0,15% de 2-mercaptoetanol) na proporcédo 1:2 (m/v) conforme
metodologia empregada por Malone et al. (2007). A eletroforese
foi realizada em géis de poliacrilamida 7%, aplicando-se 20 uL
de cada amostra, estabelecida a partir de teste prévio. Os géis
foram colocados em cubas eletroforéticas verticais mantidas
em camara fria com temperatura entre 4 ¢ 6 °C e as migragdes
eletroforéticas foram realizadas com uma diferenca de potencial
de 10 V cm™, até que a linha de frente formada pelo azul de
bromofenol atingisse 9 cm do ponto de aplicagdo. Os sistemas
de coloragao utilizados foram os descritos por Scandalios
(1969) e Alfenas (1998).

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com
quatro repetigdes. Os dados apresentaram homogeneidade da
variancia, ndo sendo transformados em arco seno. Os dados
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relacionados ao processo germinativo e ao crescimento inicial
foram submetidos a analise de variancia e se significativo a 5%,
foram ajustados por polindmios ortogonais. A interpreta¢do dos
resultados referentes as isoenzimas foi por analise visual dos
géis, presenca ou auséncia e intensidade de expressao das bandas.

Resultados e Discussao

A partir dos resultados obtidos ¢é possivel verificar que
sementes e plantulas de centeio apresentaram desempenho
distinto frente as diferentes restrigdoes hidricas simuladas por
polietilenoglicol (Figuras 1 e 2).

A germinagdo e a primeira contagem de germinagdo foram
alteradas pela restri¢ao hidrica e apresentaram tendéncia quadratica
de crescimento, com elevados coeficientes de determinagao,
0,91 ¢ 0,94 respectivamente (Figura 1a). Os pontos de maxima
foram atingidos nos potenciais osmoticos de -0,15 e 0,0 Mpa
para a germinagdo e primeira contagem, respectivamente.
Houve redugéo do processo germinativo ao diminuir o potencial
osmoético da solugdo abaixo de -0,25 MPa e resultados mais
drasticos foram observados na primeira contagem de germinagao,
0 que corrobora aos menores valores de [VG em tais condigdes
(Figura 1b). Estudando a germinagdo e o vigor de sementes
de hibridos de milho sob déficit hidrico, Kappes et al. (2010)
verificaram que a germinagdo ¢ reduzida ao diminuir o potencial
osmotico. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva;
Rodrigues e Vieira (2006) ao estudarem o desempenho de
sementes de soja sob ac¢do de diferentes potencias osmoticos
simulados por polietilenoglicol.
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Figura 1. Germinagdo (G) (a); indice de velocidade de germinagdo (IVG) (b); comprimento (C,,) (c); e massa seca de 6rgdos (MS,,) (d) de plantulas de
centeio (Secale cereale L.) cultivar BRS Serrano sob restrigao hidrica simulada por PEG-6000.
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Figura 2. Expressao isoenzimatica em plantulas de centeio (Secale cereale) cultivar BRS Serrano sob restricdo hidrica simulada por PEG-6000, sendo:
(A) = peroxidase; (B) = malato desidrogenase; (C) = glutamato oxalacetato transaminase; (D) = esterase; (E) = fosfatase 4cida.

A redug@o da germinag@o frente a diminuigdo do potencial
osmotico pode estar relacionada ao efeito estressante ocasionado
por radicais livres produzidos em resposta a restrigdo hidrica.
O peréxido de hidrogénio e o ion superoxido sdo responsaveis
pela peroxidacao de lipideos e consequentemente pela perda da
capacidade seletiva e fluidez do sistema de membranas celulares.
Os radicais superéxido (O,*") sdo produzidos pelo bloqueio da
cadeia de transporte de elétrons conjuntamente a geracao de
elétrons livres ou, pela reagdo de transferéncia de elétrons da
ferredoxina ao oxigénio molecular. Os radicais O,*, em um processo
mediado pela enzima superoxido-dismutase, sdo convertidos
em peroxido de hidrogénio, composto potencialmente causador
de dano celular por atuar negativamente sobre a membrana
celular (SINHA; SAXENA, 2006). A perda da integridade de
membranas reflete no extravasamento exacerbado de eletrolitos

e na redugdo do vigor de sementes, conforme evidenciado pela
redugdo dos valores de IVG (Figura 1b).

O indice de velocidade de germinag@o se ajustou a tendéncia
quadratica e foi obtido com elevado coeficiente de determinagao
(R?=0,95) atingindo a minima resposta aos —0,75 MPa. Houve
reducdo do indice de velocidade de germinag@o ao tornar o
potencial osmotico mais negativo, sendo observados resultados
drasticos a partir de —0,50 MPa (Figura 1b). A diminuigao deste
indice se reporta a redugdo do niimero de sementes germinadas
por dia, sendo indicativo da redugdo do vigor da semente.

O vigor consiste no conjunto de processos fisioldgicos
mediados por sinalizadores quimicos e que envolvem a sintese,
hidroélise, translocagdo ¢ alocagdo de assimilados para o embrido,
assim, qualquer fator bidtico ou abiotico que afete a eficiéncia
destes processos reflete negativamente no vigor da semente e da
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plantula (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012). Neste
contexto, cabe salientar que a adequada hidratagdo da semente
durante a embebigao ¢é essencial para a reativacao dos referidos
processos metabolicos e para a retomada do crescimento do
embrido e sua falta constitui um fator limitante ao processo
germinativo (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).

O comprimento de 6rgdos foi alterado negativamente pelo
potencial osmoético (Figura 1c) e colaborou para a redugao
da massa seca de orgdos (Figura 1d). Potenciais osmoticos
mais baixos proporcionaram condi¢do de meio que refletiu na
tendéncia conjunta de reduc¢ao do comprimento de parte aérea e
de raiz, com pontos de minima resposta em —0,75 MPa. Todavia,
a resposta a restricao hidrica ¢é variavel entre gendtipos, pois
o déficit hidrico altera de forma distinta alguns pardmetros
fisiologicos entre plantas tolerantes e sensiveis a falta de agua
(SILVA et al., 2007). A reducdo do crescimento pode ainda
ser decorrente da diminui¢ao da expansdo celular, portanto,
a diminui¢do da turgescéncia pode afetar negativamente o
alongamento e a sintese de parede celular, resultando no menor
desempenho de plantulas (AVILA et al., 2007).

A massa seca de parte aérea e de raiz apresentaram tendéncia
a redugdo com o potencial osmoético, tendo os pontos de
maxima, ocorrido em 0,0 ¢ —0,15 Mpa, respectivamente
(Figura 1d). Resultados mais severos impostos pelo potencial
osmotico sobre este atributo de crescimento foram observados
a partir de —0,50 MPa. O menor crescimento em comprimento
e massa de plantulas ¢ explicado pelo menor aproveitamento
dos assimilados armazenados no endosperma, pela ineficiéncia
de diferentes sistemas enzimaticos ou ainda pelo acumulo de
espécies reativas de oxigénio e pela peroxidacdo de lipideos
que refletem na perda da seletividade do sistema de membranas
celulares (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).

O efeito da restri¢do hidrica observado sobre o desempenho
de sementes e plantulas também influenciou de forma distinta
a expressdo isoenzimatica. A isoenzima peroxidase alterou
a expressdo do numero e a intensidade das bandas com o
potencial osmoético da solugdo (Figura 2A). Tanto plantulas
sob os potenciais de —0,50 quanto de —0,75 MPa apresentaram
expressao da peroxidase, entretanto sob —0,75 MPa, houve
aumento no nimero e na intensidade das bandas. Rossi e
Lima (2001) relatam que a indugdo na elevagdo da atividade
da peroxidase pode ser mecanismo utilizado para a reducgdo
do nivel de peréxido de hidrogénio, radical livre cujo acamulo
resulta na peroxidagdo de lipideos, alterando a permeabilidade
de membranas celulares. Desse modo, a elevagdo na expressdo
da peroxidase pode estar relacionada ao incremento da sua
atividade devido a elevacdo da produgdo de radicais livres,
ocasionada pela restri¢do hidrica. O acimulo destes compostos
potencialmente toxicos pode ter ocasionado a perda de seletividade
do sistema de membranas celulares, refletido negativamente
na compartimentalizag@o celular e afetando o a expressao do
vigor de sementes (Figura 1b).

Por outro lado, a isoenzima malato-desidrogenase apresentou
discreta intensificagdo das bandas a partir do potencial osmoético
—0,25 MPa sem ocorrer alteragdo no numero de bandas
(Figura 2B). A enzima malato-desidrogenase € associada a
biossintese do oxalacetato pela interconversido do malato durante

o ciclo dos acidos tricarboxilicos, assume fung¢@o importante
na sintese de aminoacidos ¢ na gliconeogenese, na manutengao
dos potenciais redox e no intercambio de metabolitos entre o
citosol ¢ organelas. Além disso, ¢ importante salientar que se
constitui em importante enzima na respiragao celular, assim, a
maior expressao pode estar relacionada sua maior atividade e ao
incremento da atividade respiratoria em sementes em processo de
perda de vigor no inicio da deterioragao (SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2005; PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).

De maneira distinta das enzimas peroxidase e
malato-desidrogenase, a isoenzima glutamato oxalacetato
transaminase apresentou bandas mais intensas sob os menores
potenciais osmoticos (Figura 2C). A maior expressao da enzima
glutamato oxalacetato transaminase, em plantulas sob potenciais
osmoticos mais baixos, esta associada ao efeito estressante
das referidas restrigdes hidricas sobre os orgdos do vegetal.
A glutamato oxalacetato transaminase atua na oxidacdo de
aminoacidos com vistas ao fornecimento de energia para o
ciclo de Krebs ou para a redugdo do a-cetoglutarato, voltada
a biossintese de novos aminoacidos destinados ao crescimento
do embrido (MALONE etal., 2007). Logo, agentes estressantes
que atuam direta ou indiretamente sobre esta enzima, podem
afetar a retomada do crescimento do embrido (Figura la), a
expressao do vigor de sementes (Figura 1b) e o crescimento
inicial de plantulas (Figura 1d).

A expressao da isoenzima esterase foi alterada em plantulas
sob potenciais osmoticos de —0,50 ¢ —0,75 MPa (Figura 2D).
Sob o potencial osmético de —0,50 MPa houve expressdo de
menor numero de bandas comparativamente as plantulas sob
potencial osmético de —0,75 MPa, que foram mais intensas.
A maior expressdo da esterase em menores potenciais osmoticos
mantém relacdo a redugdo do vigor de sementes, pois esta enzima
esta envolvida em reacdes de hidrolise de ésteres e estreitamente
relacionada ao metabolismo de lipidios (SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2005). A alteracdo no padrdo de expressao da
isoenzima esterase pode resultar em modificagcdes no sistema
de membranas celulares e refletir na redugdo do vigor e no
desempenho de sementes e plantulas, conforme ao observado
pela reducao do indice de velocidade de germinagao, da massa
seca e do comprimento de parte aérea e de raiz (Figura 1c-d).
A redugdo da expressdo do vigor pode estar relacionada a
problemas no processo respiratorio, isto porque, para o adequado
funcionamento das mitocondrias e para a eficiente producao
de energia da oxidagdo de compostos por meio da respiragdo,
o sistema de membranas celulares necessita de rapido reparo e
reorganizacdo (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).

Quanto a isoenzima fosfatase acida, a maior em intensidade
de bandas ocorreu em plantulas sob os potencias osméticos de
0,0 e —0,25 MPa (Figura 2D). A fosfatase acida participa da
hidrélise de ésteres, podendo atuar sobre o sistema de membranas
celulares, afetar a atividade respiratoria pela peroxidagdo de
lipidios insaturados nas membranas mitocondriais e manter
relag@o com o processo de deterioragdo em sementes. Segundo
Camargo et al. (2000), a reducdo na atividade desta isoenzima
pode afetar o nivel de trifosfato de adenosina e o metabolismo do
fosfato em sementes influenciando nos niveis de nucleotideos,
podendo assim, afetar o desempenho de sementes pela redugao
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da quantidade de energia quimica disponivel ao processo de
retomada do crescimento (HENNING et al., 2010).

De maneira geral, restri¢des hidricas mais acentuadas
reduziram a qualidade fisiologica de sementes e o desempenho
de plantulas de centeio, bem como, exerceram influéncia
sobre a expressao dos sistemas isoenzimaticos. Alteragdes na
expressao isoenzimatica ocasionadas pela restricao hidrica,
podem ter refletido no pior desempenho das plantulas de centeio
sob maiores potenciais hidricos, provavelmente pela perda de
eficiéncia em diferentes processos fisiologicos em fungao da
menor disponibilidade de agua para hidrdlise de assimilados
e para a translocagdo de metabolitos destinados a retomada do
crescimento do embrido.

Neste sentido, a hidrolise de substancias de reserva e a
sintese de aminoacidos podem ter sido influenciadas, bem
como a reorganizagdo do sistema de membranas celulares,
afetando a sintese de novas proteinas e a producdo de energia
quimica (MALONE et al., 2007). Sendo assim, as variagdes na
expressdo isoenzimatica podem estar relacionadas a alteragdo na
sua atividade e com sensibilidade especifica ao agente causador
do estresse (VIEIRA et al., 2000), neste caso a restri¢ao hidrica
(HENNING et al., 2010).

Conclusdes

O déficit hidrico, induzido por PEG-6000, afeta negativamente
o desempenho de sementes ¢ plantulas de centeio. Potenciais
osmoéticos inferiores a —0,25 MPa reduzem drasticamente a
germinagao, o vigor e o crescimento inicial de plantulas.

As isoenzimas glutamato oxalacetato transaminase e fosfatase
acida sao mais sensiveis a partir do potencial de —0,25 Mpa.

Potenciais osmoéticos de —0,5 e —0,75MPa aumentam a expressao
das isoenzimas peroxidase, esterase ¢ malato desidrogenase.
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