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1. INTRODUCAO

A soja € uma leguminosa originaria da China e um dos produtos agricolas de
maior importancia no mundo, sendo o Brasil um dos seus maiores produtores. No
entanto, ha regides em que a produtividade é afetada em funcdo do estresse por
encharcamento do solo, acarretando na deficiéncia de oxigénio (O2) para as
raizes das plantas. Esta falta de Oz gera o desvio do metabolismo aerobio para a
via anaeroébia, o que diminui o saldo de ATP produzido por moléculas de glicose
devido ao bloqueio da fosforilacdo oxidativa. Este processo resulta em um baixo
rendimento energético, além disso, alteragfes no fluxo de elétrons da cadeia de
transporte mitocondrial e cloroplastidica levam a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) que podem ocasionar varios danos ao metabolismo celular
(BORELLA, 2015).

A planta como forma de defesa a estas EROs, realiza a sintese de um
complexo enzimético formado pela superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), entre outras. Sendo a SOD, a principal enzima
que atua sobre o Oz*, formando H202 e Oz, 0 H20:2 € entdo convertido a Oz e H20
pela acdo da CAT ou em H20 pela ativiadade da APX (TUTEJA, 2010).

A variabilidade genética da soja, faz com que existam formas de tolerar o
excesso de umidade em solos de varzea (PIRES et al., 2002), consolidando a
utilizacdo da cultura nestas areas. Assim, € necessario o entendimento dos
mecanismos de tolerancia ao estresse por alagamento com o objetivo de se
caracterizar e selecionar genotipos tolerantes a deficiéncia de oxigénio,
contribuindo aos programas de melhoramento genético para esta caracteristica.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em area experimental da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Clima Temperado, localizada no municipio
do Capao do Ledo/RS. O experimento foi conduzido a campo, em condi¢gbes
naturais de luz e temperatura, utilizando-se de duas cultivares comerciais de soja
(Glycine max L. Merril), BRS 246 RR e NA 5909 RG.

Os tratamentos consistiram em estresse, caracterizado pela inducdo de
hipoxia, a partir do estadio fenologico V6, pela aplicacdo e manutengéo de lamina
de agua, pelos periodos de um, trés e cinco dias e, posteriormente, drenagem,
caracterizando o inicio do periodo de recuperagéo, sendo avaliada aos trés e sete
dias e controle, consistindo em plantas cultivadas em solo com umidade mantida
na capacidade de campo. Foram realizadas coletas de folhas de quatro
repeticbes para cada tratamento, sendo mantidas congeladas (-80°C) até o
momento das analises.
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2.1 Extracao e Dosagem de Enzimas Antioxidantes

O sistema enzimatico antioxidante foi avaliado através da atividade especifica
das enzimas superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX). As amostras de tecido foliar foram maceradas com Nz liquido e
polivinilpolipirolidona (10% peso fresco), com tampéo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM e acido ascérbico 10 mM. O homogeneizado foi
centrifugado a 13000g, por 20 min, a 4°C e o sobrenadante coletado para as
dosagens enzimaticas. A SOD foi avaliada conforme metodologia proposta por
Giannopolitis e Ries (1977), medida pela quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorreducdo do NBT a 560 nm, nas condicbes de ensaio. A APX foi
determinada segundo Nakano e Asada (1981), pela medicdo da taxa de oxidacao
do ascorbato a 290 nm. A CAT foi determinada conforme descrito por AZEVEDO
et al. (1998) pelo consumo de H202a 240 nm.

2.2 Per6xido de Hidrogénio e Peroxidacao Lipidica

As amostras de tecido foliar foram maceradas em tampdo de extracao
contendo acido tricloroacético 0,1%. O homogenato foi centrifugado a 12000g,
durante 20 min, sendo o sobrenadante utilizado para as determinacfes do
contetdo de peréxido de hidrogénio (H202) segundo VELIKOVA et al. (2000) e
peroxidacdo lipidica, medida pelo teor de malondialdeido (MDA) conforme
descrito por CAKMAK e HORST (1991).

2.3 Anélise Estatistica

Cada tratamento consistiu de quatro repeti¢cdes, cada uma constituida por uma
parcela de campo de 2,0 x 5,0 m, com espacamento de 0,4m entrelinhas, em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 5
(tratamentos x periodos de exposicao). Os dados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e, quando significativos pelo Teste F, foram comparados pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade da enzima SOD aumentou significativamente com a condicédo de
hip6xia desde o primeiro periodo de avaliagdo, apresentando maior atividade ao
quinto dia de estresse e mantendo-se atividade equivalente no terceiro dia de
recuperacdo em ambos os gendtipos. No entanto, no sétimo dia de recuperacgéo a
atividade diminuiu aos niveis do controle na cultivar BRS 246 RR e manteve-se
superior ao controle em NA 5909 RG (Figura 1.A e 1.B).

A atividade da CAT na cultivar BRS 246 RR (Figura 1.C) mostrou-se muito
responsiva a condicdo de hipoxia, aumentando significativamente em relacéo ao
controle desde o primeiro dia de hipdxia e elevando-se até o terceiro dia de
recuperagdo, onde atingiu o maior valor de atividade. Ao sétimo dia de
recuperacdo houve uma reducdo expressiva, alcancando valores de atividade
proximos ao controle. Na cultivar NA 5909 RG (Figura 1.D) foi observado um
aumento significativo em relacdo ao controle apenas no quinto dia de hipoxia,
mantendo uma atividade equivalente ao terceiro dia de recuperacao,
restabelecendo-se aos niveis do controle no sétimo dia de recuperacao.

A atividade da APX foi aumentou significativamente com o tratamento de
hipoxia na cultivar NA 5909 RG (Figura 1.F) desde a primeira avaliacéo,
elevando-se gradualmente até o terceiro periodo de recuperacdo, onde atingiu
atividade maxima. Para a cultivar BRS 246 RR (Figura 1.E), esse aumento foi
observado no terceiro dia de hipoxia porém maior que em NA 5909 RG,
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mantendo-se estavel até o terceiro dia de recuperacdo. Ao sétimo dia de
recuperacgdo a atividade da APX decresceu aos niveis do controle em ambos 0s
genotipos.

O conteldo de peroxido de hidrogénio, aumentou significativamente com o
periodo de hipdxia no gendtipo BRS 246 RR (Figura 2.C), decrescendo durante a
recuperacdo e atingindo as concentracdes equivalentes ao controle apenas no
sétimo dia de recuperacdo. Para o gendtipo NA 5909 RG, houve um aumento
significativo da concentracdo de H202 apenas no terceiro dia de recuperacao,
restabelecendo-se aos niveis do controle no sétimo dia de recuperacao.
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Figura 1. Atividade especifica da enzima superéxido dismutase (SOD),catalase
(CAT) e ascorbatoperoxidase (APX) em folhas de duas cultivares de soja, BRS
246 RR e NA 5909 RG, submetidas a condi¢cbes de hipdxia e recuperacao.As
médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p
< 0,05), entre os periodos avaliados para os tratamentos de estresse e controle,
separadamente. Asterisco (*) indica diferencgas significativas, pelo teste de Tukey
(p =0,05), entre controle e tratamento deestresse, para cada periodo avaliado.

A peroxidacao lipidica aumentou significativamente no quinto dia de hipdxia
em ambos 0s gendtipos, equivalendo-se, no terceiro dia de recuperacdo,aos
niveis do primeiro dia de hipoxia. Apesar das variagcdes observadas em relagcéo
aos periodos de hipoxia e de recuperagdo, os teores de MDA observados néo
diferiram do controle, nos dois gendtipos, indicando que a peroxidagao lipidica
mensurada teve outras causas além do estresse por deficiéncia de oxigénio
(Figura 2.A e 2.B).
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Figura 2.Conteudo de peroxido de hidrogénioe peroxidacgéo lipidica em folhas de
duas cultivares de soja, BRS 246 RR e NA 5909 RG, submetidas a condicfes de
hipoxia e recuperagdo.As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05), entre os periodos avaliados para os
tratamentos de estresse e controle, separadamente. Asterisco (*) indica
diferencas significativas, pelo teste de Tukey (p <0,05), entre controle e
tratamento de estresse, para cada periodo avaliado.

4. CONCLUSOES
O estresse oxidativo durante o periodo de hipdéxia e de recuperacdo €&
contornado pela atividade das enzimas antioxidantes nos periodos avaliados, em
ambos os gendtipos de soja, sendo mais responsivas na cultivar BRS 246 RR.
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