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RESUMO

Objetivou-se, no presente trabalho, avaliar a émfhia do pré-
tratamento de sementes de s@#idine max) com perédxido de hidrogénio, na
tolerancia ao alagamento. Dessa maneira, semeatesja foram pré-tratadas
com HO, 70mM ou com agua (controle) e 12 dias apés semaahsas foram
submetidas ao alagamento. As avaliagOes foranzaeals antes da imposicéo
do estresse, aos 16 dias (aparecimento de cloassplantas controle) e aos 27
dias (aparecimento de clorose nas plantas préasitale alagamento. Avaliou-
se a condutancia estomatica, taxa fotossintéticamalo de massa seca,
contetdo de pigmentos, sistema antioxidante e diéni® caule das plantas
expostas ao alagamento. Observou-se que o prégata induziu a uma maior
atividade da enzima catalase em folha, que, juniteneom maiores teores de
carotenoides proporcionaram uma manutencao doss rdeeclorofila e taxas
fotossintéticas em plantas pré-tratadas, o queisalncom maior acimulo de
massa seca nha parte aérea dessas plantas. Otametrtd com perdxido de
hidrogénio também levou ao aparecimento de adaggagdorfoanatbmicas
como hipertrofia do caule e maior formacdo de miadventicias. O pré-
tratamento com D, desencadeou a tolerancia de plantas de sojagenatato
pela ativacdo de diferentes vias que atuaram ctamente, atenuando o0s
efeitos do estresse prolongado nestas plantas uitareto em um melhor
desempenho fisioldgico. O perdxido de hidrogéniaoat como molécula
sinalizadora para desencadear as respostas fismdogle plantas de soja
submetidas ao alagamento.

Palavras-chave: Hipoxia. Estresse oxidativo. Fattesse. Crescimento.



ABSTRACT

The present work aimed at evaluating the influeoicpretreatment of
soybean seedsGlicine max) with hydrogen peroxide regarding flooding
tolerance. Thus, soybean seeds were pre-treatdd A9inM HO, or water
(control) and, 12 days after sowing, they were dgttbch to flooding. The
evaluations were performed before the imposition stfess, at 16 days
(symptoms of chlorosis in control plants) and adays (symptoms of chlorosis
in pretreated plants) of flooding. Stomatal condoce, photosynthetic rate,
biomass accumulation, pigment content, antioxidastem and stem diameter
of plants exposed to flooding were evaluated. Wseoled that the pretreatment
increased catalase activity in the leaves whichgddition to larger carotenoid
content, provided maintenance in the chlorophylele and photosynthetic rates
in pre-treated plants, causing higher dry matteumlation in the shoots of
these plants. The pretreatment with hydrogen péeoxlso lead to morph-
anatomical adaptations such as stem hypertrophyirsrdased formation of
adventitious roots. The pretreatment also sparkgbean tolerance to flooding
by activating different pathways which acted togetmitigating the effects of
prolonged stress, resulting in better physiologipagrformance. Hydrogen
peroxide acted as a signaling molecule to trigdeysiplogical responses of
soybean to flooding.

Keywords: Hypoxia. Oxidative stress. PhotosyntheSiewth.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de condicdes ambientais desfavoravis como
alagamento, temperaturas extremas, ataque de patdgealta luminosidade,
leva a producdo excessiva de espécies reativagigénm (EROs), podendo
caracterizar o estresse oxidativo. A elevada prdalude radicais superéxido
(O,), radicais hidroxila (OH, oxigénio singleto'(Q,) e perdxido de hidrogénio
(H»0,) é prejudicial as células, uma vez que essas BRO&M causar danos as
suas estruturas. Quando ocorre um desequilibrice emt sua producdo e
remocado, essas podem levar a peroxidacdo de Ifpide@acdo de proteinas,
danos a acidos nucléicos, inibicdo enzimatica eaglio da morte celular
programada.

As espécies reativas de oxigénio também podem gesdram um
papel na sinalizacao celular, relacionando dife®mstimulos e as respectivas
respostas. Diferentes formas de EROs interagem abms moleculares
sensiveis a alteragBes na concentra¢do dessagsspéatro e fora das células
e, assim, transformam essa informagéo em alteragdespresséo de genes .

Dentre as EROs, o perédxido de hidrogénio é a mtsiéuais apropriada
para a funcdo de sinalizacdo, devido ao maior tedganeia-vida, a maior
estabilidade e a capacidade de difundir-se livieenatravés das membranas
celulares. O acumulo celular de peréxido de hidnamé uma resposta precoce
a varios estresses, tais como alagamento, seqaeraiuras extremas, ataque de
patégenos dentre outros.

Atualmente, sabe-se que a aplicacdo ¢@,ldm baixas concentracbes
pode induzir a tolerancia de plantas ao estresgadé&s tém comprovado que o
pré-tratamento com 4@, em vérias espécies, protege as plantas de danos
oxidativos causados por alta intensidade de luzabademperaturas e estresse
salino. Nesses casos, 0 pré-tratamento relaciorm-s@nutencao da maior
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atividade das enzimas do sistema antioxidante, bemmo maiores
concentracbes de antioxidantes ndo enziméticopl#gas pré-tradadas com
H,O, também apresentam adaptac@es morfofisiolégicastano o aumento na
condutancia estomatica e na taxa fotossintéticagresmteores de pigmentos,
acumulo de biomassa e formacao de raizes adventicia

O alagamento constitui-se uma forma de estressajuab muitas
espécies sdo susceptiveis, podendo levar a umagédeda produtividade da
cultura ou até mesmo ndo completar seu ciclo da. Was areas de varzea da
regido Sul do Brasil, h4 a crescente utilizacaoudra da soja como estratégia
mais rentavel para ser plantada alternativamenteareaz. Dessa maneira,
considerando-se que a soja ndo é uma espécie preshbemente tolerante a
baixa disponibilidade de oxigénio, a utilizag&o rdétodos que promovam a
toleréncia a esse tipo de estresse pode ser uenaadiva.

Diante da atuacao do peréxido de hidrogénio no atorga tolerancia
de espécies vegetais aos mais variados tipos dessste considerando-se a
inexisténcia de estudos relacionando a aplicac&te d@mmposto em soja e a
tolerdncia de plantas ao alagamento, objetivourse, presente trabalho,
investigar a aplicacdo de,®, como pré-tratamento de sementes de soja
(Glicine max) e a possibilidade do aumento da &oleia dessa espécie ao

alagamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Comportamento da soja frente ao excesso de aguaswo

A soja é uma planta pertencente ao reino Plantagisad
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabalfsnilia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoigeg@neroGlycine e forma
cultivadaGlycine max (L.) Merrill (COSTA, 1996).

No que se refere ao comportamento da soja frente@@sso de dgua no
substrato, ha diferentes adapta¢cdes morfoanatdresenvolvidas por plantas
dessa espécie, como forma de tolerar a condi¢desttesse. Estudos sobre
respostas de plantulas de soja frente ao enchantaushe solo tém demonstrado
uma reducdo no crescimento, especialmente no at@rga radicular (SHI et
al., 2008), além de reducdo no acimulo de massa(B&INTE et al., 2010) e
massa fresca (SILVA, 2009).

Pires, Soprano e Cassol (2002) constataram fornde&achaduras no
caule na regido submersa, aumento do didmetroneaf@o de uma regiao
esponjosa na base do caule, surgimento de raizentatias, morte da raiz
principal, formacao de aerénquimas, além de redngdaeores de nitrogénio,
potassio, magnésio e manganés, e aumento nos tieofeso, nas folhas de soja
alagada. Na regido de hipertrofia do caule, caiaatia pelo aparecimento de
um tecido branco, ha formacado de aerénquimas sédasdque sdo estruturas
gue funcionam como uma via de transporte de oxigéni caule para raizes
(SHIANAMURA et al., 2010).Além disso, Komatsu, Hjjaae Yanagawa (2012)
observaram menor expresséo de proteinas relaco@alifgnificacdo da parede
celular em raizes de soja alagada, em decorréicigegulacdo negativa por

espécies reativas de oxigénio e jasmonato.
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Outra estratégia para tolerdncia a privacdo deéaidgé a maior
atividade das enzimas relacionadas ao metabolisma@rabico, tais como
desidrogenase alcodlica, desidrogenase do lactdas@arboxilase do piruvato
(BORELLA et al., 2013). Andlises bioquimicas denplas de soja alagadas
provaram que a degradacdo da glicose (NANJO eR@lQ) e o acumulo de
aclcares sollveis totais e amido sdo potenciakzatlmante o alagamento
(FANTE et al., 2010).

Silva (2009) observou que ocorreram alteracdesroaas gasosas em
condigbes de hipdxia, devido a reducdo nas coragrgs de pigmentos
fotossintéticos, aumento na resisténcia estométieglucéo na transpiracdo. Em
situacdes de déficit de oxigénio, enzimas reladasaao metabolismo
antioxidante tiveram sua atividade alterada, coma veducdo na atividade da

enzima peroxidase do ascorbato (KAUSAR et al., 2012

2.2 Estresse oxidativo

O estresse abidtico, assim como o bidtico, levdorrdacdo de EROs,
gue sao radicais livres, ou seja, possuem elétitessmparelhados na camada de
valéncia e, por isso, sdo altamente reativas. Azipais formas de EROs sé&o
radicais superéxido (0, hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio ¢@,) e
oxigénio singleto’Q,) (FOYER; NOCTOR, 2005).

O radical superéxido (O é um radical livre moderadamente reativo,
com uma meia-vida de 2-4 us. Entretanto, o supgodxéo pode atravessar as
membranas biolégicas e é prontamente dismutado ,@,. HOs radicais
hidroperoxila (H@), que sdo formados a partir do, Qor protonacdo em
solucBes agquosas, podem atravessar as membrati@gcai® e subtrair atomos

de hidrogénio de acidos graxos poliinsaturadosdeopéeroxidos de lipideos,
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iniciando entdo, a auto-oxidacdo de lipideos (BLAOWAL FAGERSTEDT,
2010).

O radical hidroxila (OH é a mais reativa das EROs, sendo formado a
partir de @ ou HO, na reacdo de Haber-Weiss. O radical” Pétle reagir
potencialmente com todas as moléculas bioldgicanoc®@NA, proteinas,
lipideos e praticamente qualquer componente cel@amo as células nao
possuem mecanismos enzimaticos para eliminar epggie altamente reativa,
seu acumulo pode levar & morte celular (VRANOVAIet2002).

O peroéxido de hidrogénio ¢gB,) € moderadamente reativo, possui uma
longa meia-vida celular (Ims) e tem a capacidadelifimdir-se liviemente
através das membranas (HENZLER; STEUDLE, 2000)s Tairacteristicas
fazem desse radical um importante sinalizador detidar, tendo um papel
central em vérias vias de sinalizacdo, que levaincipalmente, a tolerancia
cruzada (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010; FOYER; NOCTOR)03). Entre
0s processos induzidos pelo peréxido de hidrogéestéo: fechamento
estomatico, formacdo de ligacBes transversais red@acelular, expressdo de
genes relacionados a respostas ambientais, biagy&eeperoxissomos, dentre
outros. Além disso, o #, pode também inativar enzimas por oxidacdo de seus
grupos tiol, induzir enzimas como catalase e pdesd, provocar danos aos
acidos nucléicos, proteinas e lipideos (GILL; TUAEZ2010; MITTLER et al.,
2011; NEILL et al., 2002).

Em condi¢des fisiolégicas normais, existe um eppidientre as EROs e
0s antioxidantes, entretanto em condicdes estriesséid um rompimento da
homeostase celular, provocando um aumento na pkoddessas espécies.
Embora esse aumento possa ser uma ameaca as, c&dsks espécies podem
também atuar como sinalizadores para a ativacaespesta ao estresse e vias
de defesa do vegetal (MITTLER, 2011; NEILL et 2D02). Portanto, as EROs
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podem ser vistas como indicadores celulares e aoesageiros secundarios
envolvidos na transduc¢éo de sinais na respostata@sse (MITTLER, 2002).

Para evitar maiores danos causados pela alta doag@m de EROs,
existem controles em niveis transcricionais, tramhais e metabodlicos. A
hipoxia induz os genes de neutralizacdo ou utigagas EROs, assim como
aqueles relacionados as vias glicolitica e ferntimataalém de promover ajustes
no fluxo mitocondrial de elétrons. Contudo, os psnde regulacdo mais
importantes sdo exatamente aqueles relacionadosribraia de energia e ao
controle da formacao de EROs (BLOKHINA; FAGERSTERTU;10).

Diante da maior producdo de EROs e, considerandussprejuizos
causados pelas mesmas, as plantas possuem o0s asis@mioxidantes
enzimatico e ndo enzimatico. O enzimatico é conmp@stla dismutase do
superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APXatlase (CAT), dentre
outras, enguanto ascorbato, glutationa e tocofsfm antioxidantes nao
enzimaticos. A atividade desses dois sistemas,atusm na protecdo contra
danos oxidativos, pode ser controlada pela coregiur de @ na célula sob
condicbes de alagamento (BLOKINA; FARSGESTEDT, 20BQOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; STEFFENS; STEFFENSHNE;
SAUTER, 2013).

Dentro das células, a SOD é a primeira linha desdetontra EROS,
realizando a dismutacao dos ions superoxido, comaacao de bD,. Os ions
superéxidos sao sintetizados em qualquer compartiomeelular onde ha um
transporte de elétrons, portanto a SOD esta pesam todos o0s
compartimentos celulares susceptiveis ao estressativo (ALSCHER,;
ERTURK; HEATH, 2002; BREUSEGEM et al., 2001; MITTRE 2002). A
SOD ¢é classificada, de acordo com o seu metalagfam diferentes grupos,
sendo o tipo e a quantidade de isoformas de SOlaveis entre espécies
vegetais (ASADA, 1999). A FeSOD esta presente nommplastos, MnSOD,



16

presente nas mitocdndrias e peroxissomos, e asnG@D, presentes nos
cloroplastos, peroxissomos, no citosol e no espagmacelular (ALSCHER;
ERTURK; HEATH, 2002; CAVALCANTI et al., 2004).

A CAT, enzima que possui diferentes isoformas emetads, tem a
funcdo de neutralizar 0,8, em agua e oxigénio molecular e esta presente nos
peroxissomas e glioxissomas. Essas sdo as pris@paimas de detoxificacdo
do H,0O, em plantas e podem dismutar diretamente®,du oxidar substratos,
tais como metanol, etanol, formaldeido e acido féomAs catalases podem ser
dividas em trés classes: classe 1, que removerm(a ptoduzido durante a
fotorrespiracdo em tecidos fotossintéticos; cla®seproduzidas em tecidos
vasculares e cuja funcao biolégica permanece descala; e classe 3, onde
estdo as catalases presentes em sementes e jjaptas cuja atividade esta
relacionada & remocdo do,® produzido durante a degradacdo dos é&cidos
graxos no glioxissoma (BREUSEGEM et al., 2001; GARGRNCHANDA,
2009; GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA, 2012).

A APX é considerada a enzima mais importante daimdicdo de kD,
no citosol e nos cloroplastos (INZE; VAM, 1995) sesenzima utiliza ascorbato
como seu doador de elétrons para reduz®,l agua, fazendo parte do ciclo
ascorbato-glutationa (SHIGEOKA et al., 2002). SefyuiPolle (2001), esse
ciclo é uma via eficiente para plantas que aprasertisponivel o O, em
alguns compartimentos celulares onde ndo existdasat presente, como por
exemplo, nos cloroplastos (MITTLER, 2002). As ismemas de APX sé&o
distribuidas em, pelo menos, quatro compartimentekilares distintos:
mitocéndria (miAPX), citosol (CAPX), peroxissomdfitissomo (mAPX) e nos
cloroplastos (chlAPX). No entanto, nos cloroplas@sAPX ocorre em duas
isoformas: a forma da membrana tilacéide (tAPX)ferma sollvel no estroma
(sAPX). A APX da membrana dos tilacoides e a esttagstdo envolvidas na

eliminacéo do kD, produzido pela fotossintese e a mMAPX e a miAPXiakm
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o H,O, pela fotorrespiragdo e pela respiracdo, respectute. A funcéo
fisiolégica da cAPX é de protecao das plantas,\&ulas condi¢bes de estresse
(MANO et al., 1997; SHIGEOKA et al., 2002).

Combinados ao sistema enzimatico estdo o0s antiueisla ndo
enzimaticos, tais como acido ascérbico, tocofegblitationa e compostos
fendlicos. O éacido ascorbico funciona como doadmrettrons, em diversas
reacbes enzimaticas e ndo enzimaticas, além desipasgras funcbes nas
células. O tocoferol é um antioxidante relacionadprotegcdo das membranas
celulares, apresentando também outras func¢des gaeantioxidantes. Os
compostos fendlicos sdo compostos secundarios arapta presentes em
plantas que agem como cofatores dos mecanismas&itis para a regulacao
da atividade enzimatica através da geracdo de aszi@ntioxidantes
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003).

Desta maneira, é necessario que o nivel de ER©Oélula seja mantido
sob controle, uma vez que o acumulo dessas esp@wilEs causar indmeros
danos as células. Essas espécies reativas prosiigdmaneira descontrolada
agem oxidando proteinas, lipidios e acidos nucticaracterizando o estresse
oxidativo (ASADA, 1999; DAT et al., 2000; MITTLERO002; MOLLER, 2001;
SHARMA, 2012).

E importante notar que a funcdo de ser um sinalizeld estresse ou
uma molécula prejudicial a célula depende de uniibha entre a producao de
EROs e a producdo de substancias antioxidantes HEECet al., 2006;
GRATAO et al., 2005).

2.3 Peroxido de hidrogénio como uma molécula sinalizada

O peréxido de hidrogénio ¢B,), uma das EROs mais estaveis, € um

componente vital para o desenvolvimento, metabolisetn homeostase de
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diferentes organismos (BIENERT; SCHJOERRING; JAHN06), pois esta
envolvido nos processos de aclimatacdo e defdsBSEK et al.,, 2007).
Diferentemente do superdéxido, radical hidroxilaxegénio singleto, o peréxido
de hidrogénio nao é um radical livre e ndo apresestga. Por isso, e devido ao
seu longo tempo meia-vida, quando comparada asilasoEROs, 0 mesmo
pode atuar como uma molécula sinalizadora capae®errer longas distancias
até o seu alvo (VRANOVA et al., 2002). Além dissanais transportadores de
agua na membrana plasmatica, conhecidos como aineggodem facilitar o
movimento de kO, transmembranar (HENZLER; STEUDEL, 2000). Nos
sistemas bhioldgicos, o peréxido de hidrogénio pedesurgido juntamente com
0 metabolismo aerdbico. Elevadas concentracfesadesibstancia séo
potencialmente danosas para uma grande variedadenatgomoléculas,
entretanto, mecanismos de eliminacdo dessa ER@gparger surgido também
nos primérdios do processo de evolugdo (BIENERTHEQERRING; JAHN,
2006).

Até pouco tempo atras, o peréxido de hidrogéniaiteas EROs eram
vistos unicamente como metabdlitos toxicos paraélla; porém estudos
demonstram que essas atuam como moléculas simabtzadendo benéficas a
baixas concentracdes e prejudiciais quando em sxc@ECHEV; HILLE,
2005; NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2002; QUAN et al.,ap8; UCHIDA et
al.,, 2002). O HO, funciona como uma molécula sinalizadora em plastis
condicBes de estresses bidticos e abidticos, estamdblvido no fechamento
estomatico, gravitropismo radicular, tolerancia éficiéncia de oxigénio,
fortalecimento da parede celular, senescéncia, ugéad de fitoalexinas,
fotossintese, abertura estomatica e no controtdatio celular (GECHEV et al.,
2006; NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2002; NEILL et al.2002; PETROV;
BREUSEGEM, 2012).
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Contudo, os efeitos biologicos do,3 mostram-se dependentes nédo
apenas de sua concentracdo, mas também do sedesitioducdo, do estadio de
desenvolvimento da planta e da prévia exposicaplal@a a outros tipos de
estresse (PETROV; BREUSEGEM, 2012). Rutschow, BaskkKramer (2011)
sugerem que baixas concentracdes #& Heram um suave sinal de estresse que
pode aliviar o estresse mais intenso €, inversamerdcimulo de quantidades
mais elevadas de,B, produz uma forte mensagem de estresse, semekante
invasao de um patégeno, o que pode conduzir a meli&r.

Uma grande variedade de estimulos ambientais leua aaumento
temporario na concentracdo dgl4 sendo esse fenbmeno visto como um sinal
gue transmite os estimulos iniciais para uma réapfisal no metabolismo
(PETROV; BREUSEGEM, 2012). Para Miller, Shulaev dttlgr (2008), a
elevacdo na concentracdo deOH é percebida por fatores de transcricao
sensiveis a modificacdes no estado redox da célelaéo iniciam as cascatas
de reacdes. De acordo com Hardin et al. (2009), pwsaivel alternativa para a
percepcdo do D, em plantas é a oxidacdo da metionina a sulfoxido d
metionina, em proteinas associadas a percepcdmale exidativos, uma vez
que isso ocasiona modificacdo no estado de fomf@d das mesmas e,
consequentemente, em suas atividades enzimaticas.

O perdxido de hidrogénio possui algumas carad@asstjue o habilita a
atuar como um mensageiro secundario: |- sua prodéciciimente regulada
por diversos estimulos, principalmente através dADRH-oxidases e
peroxidases; Il- € uma molécula pequena e relagwéen mével, podendo
transportar informac8es entre os diferentes comnpamtos celulares; Ill- é
capaz de modular as atividades de sinalizacao tlesotcomponentes e cascatas
de reag6es, com diferentes resultados biolégioatjindo os que conduzem a
sua prépria sintese (PETROV; BREUSEGEM, 2012). &wrdo com Bienert,

Schloerring e Jahn (2006), 0.® atua nas células como um mensageiro
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secundario, aumentando o fluxo de fons'Ga modificando o padrdo de
proteinas e de expressao génica. Para Agarwal €0dl5), o HO, produzido
em reposta & aplicacdo exégena dé" @a moléculas sinalizadoras (acido
abscisico (ABA) e acido salicilico) pode induzisiatese ou ativacdo de fatores
de transcricdo que estdo associados a inducaories wnzimas do sistema
antioxidante. Recentemente, Petrov e Breuseger?)2afirmaram que o D,
interfere na producgéo dos fatores de transcriggioeeesses podem induzir uma
reprogramac¢do massiva da producdo de transcrites ppr sua vez, podem
desencadear respostas como a defesa das plantes estnesses ou a morte
celular. Embora o ¥D, seja uma molécula sinalizadora que afeta a trigascr
ndo esta claro se ele atua diretamente como sidalizou se a oxidacédo de

outras moléculas pelo mesmo é necessdria para gesinal intracelular
(DESIKAN; HANCOCK; NEILL, 2003).

2.4 O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio

Com o intuito de conferir maior tolerancia das [ana estresses
abidticos, muitos estudos tém sido realizados capliaacao exdgena de®Gb.
Uchida et al. (2002) demonstraram que plantas me aré-tratadas com,B,
no sistema radicular apresentaram maior resist@acéstresse salino, sugerindo
um possivel papel desse composto no aumento delrtole a estresses
abidticos. A aplicacdo de.B, em sementes de arroz provocou maior taxa de
germinagdo em tempo reduzido, maior peso frescepldagulas, comprimento
das raizes e da parte aérea, além de um aumentoadseritos de enzimas do
sistema antioxidante (SASAKI et al., 2005). Azevedeto et al. (2005),
trabalhando com milho, também observaram que drat@mento com baixas
concentracbes de.B, na solucdo nutritiva induz aclimatacdo das pla@dtas

salinidade. Em plantas de milho, a producdo d@,kambém é elevada em
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resposta ao estresse por baixas temperaturasapliza;do exdégena ao sistema
radicular aumenta a toleréncia do milho ao resfiatm (PRASAD et al., 1994).

Em alguns estudos com milho foi observado queiaagslo exégena de
H,0, no sistema radicular aumenta a tolerancia dagybénaos estresses por
calor, frio, seca e salinidade, sugerindo que,©;Hbode funcionar como uma
molécula sinalizadora, iniciando o processo dedolga cruzada (AZEVEDO
NETO et al., 2005; GONG et al., 2001; PRASAD etH94).

Em trigo, Wahid et al. (2007) constataram maiogerécia a salinidade
por plantas provenientes de sementes pré-tratadaperoxido de hidrogénio.

O pré-tratamento com B, em mudas de café submetidas ao déficit
hidrico, induziu a um aumento na atividade dasneagiantioxidantes, bem
como uma redugd@o na condutancia estomatica e mgpiracdo (DEUNER et
al., 2008).

Alguns estudos também foram feitos utilizando avenitacdo das
folhas com HO, no sentido de induzirem aclimatacdo contra estseakioticos.
Gechev et al. (2002), eMicotiana tabacum induziram toleréncia das plantas
contra o estresse oxidativo, gerado por alta iidads luminosa ou por um
agente inibidor da catalase. Semelhantemente, Gab. €2010) detectaram
tolerancia ao calor em plantas @ecumis sativus, uma vez que a pulverizacao
das plantas com J@, contribui para o aumento na atividade das enzideas
sistema antioxidante, diminuindo a peroxidacdodigsi e protegendo a
ultraestrutura dos cloroplastos.

O acréscimo nos niveis de®}, em resposta a varios estresses constitui-
se um fator-chave que medeia o fendbmeno de acli@at@ conduz a chamada
tolerancia cruzada, em que a exposicdo prévia aestmesse, pode induzir
tolerdncia a uma exposi¢do subsequente a outralépestresse (NEILL et al.,
2002).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em sala de crescimerntasa de vegetacao
do setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Fdake Lavras. Apés selecgéo,
sementes de sojaskycine max [L.] Merr.), AN 850, foram pré-tratadas com
solucédo de KD, 70mM ou agua (controle). O pré-tratamento foi zalo pela
embebicdo das sementes na solucdo ou em aguagecagi@ constante por um
periodo de 24 horas, apés o qual foram lavadasazpra destilada para retirar
os residuos da solucdo. Em seguida, as sementes fmmeadas em sacos de
polietileno perfurados de cor preta com as dimengdex 25 cm, e volume de
4,4 L, contendo substrato composto por uma mistergerra, areia e esterco, na
proporcdo de 1:1:1. Para a germinacao, as senfendé®s mantidas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas, e temparate aproximadamente
25°C por 12 dias. Para a aplicacdo do estresse foramtidas duas plantas por
saco plastico.

Plantas com 12 dias p6s-semeadura foram transepdea a casa de
vegetacao, onde foram colocadas em piscinas delit@30para a imposicao do
estresse por alagamento. Durante todo o periodstdesse, o nivel de agua foi
constante, pela manutencgéo de uma lamina de agimisieentimetros acima do

coleto das plantas, ndo havendo mecanismos dedadi@igura 1).
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Figural Plantas de soja pré-tratadas cop,He controle submetidas a
hipoxia

Foram realizadas trés coletas: antes da imposiQdesttesse, aos 16
dias (V1), aos 16 dias (estagio V3) e aos 27 diatfio V5) de alagamento.
Nessas mesmas épocas foram realizadas as anélisesat gasosas e coleta do
material vegetal (folhas e raizes) para analiseguiimicas e de crescimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inte@ate
casualizado, com dois tratamentos, trés época®ldtas e quatro repeticdes,
contendo duas plantas cada. Os resultados foralisaaas por analise de
variancia e as médias dos tratamentos foram cougsnaelo teste de Scott-
Knott (p< 0,05), utilizando o programa estatistico SISVAERREIRA, 2011).
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3.1 Condutancia estomatica e taxa fotossintética

As avaliacdes foram realizadas utilizando-se oisaddr de gas por
infravermelho (LI-6400XT Portable Photosynthesist8gn, LI-COR, Lincoln,
USA), em folhas medianas completamente expandidagltano trifélio. As
caracteristicas avaliadas foram taxa fotossintéfipaida (A) e condutancia
estomatica (gs). Todas as avaliagGes foram reakzautre 9 e 10 horas (horario
solar) com utilizacdo de fonte artificial de radiacfotossinteticamente ativa
(PAR) em camara fechada fixada em 1500 pmol den$ond’ s* (Blue + Red
LED LI-6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA).

3.2 Massa seca

Para as avaliacbes de crescimento vegetativo faraamtificadas a
massa seca de parte aérea e raizes. O materiahlvErieseco em estufa de

circulago forcada a 70 até peso constante.

3.2.1 Pigmentos cloroplastidicos

Para a determinacdo dos teores de pigmentos dstéfitos foi
utilizado o material vegetal do ultimo trifélio cpfetamente expandido de
plantas de cada tratamento. Em seguida, foram ada®(0,1g de tecido foliar
em acetona 80%. O volume final foi completado ddranL, sendo realizadas
as leituras espectrofotométricas a 663,2, 646,30mrl conforme metodologia
de Lichtenthaler e Buschmann (2001). Os teoredatefitas a, b e total (a+b) e
carotenoides foram expressos em pg de pigmeiitds gnassa fresca.
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3.3 Analises bioquimicas

O material coletado para as analises bioquimicatat@do em agua
corrente e, em seguida, folhas e raizes foram #&tonddas em nitrogénio

liquido e posteriormente armazenadas a -80°C &paises.

3.3.1 Enzimas do metabolismo antioxidante

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracéo @mgeénio liquido de
0,2g de raizes, aos quais foram adicionados 1,5dmitampédo de extracédo
contendo: tampao fosfato de potassio 400 mM (phl EBTA 10 mM, acido
ascorbico 200 mM e PVPP. O extrato foi centrifugadd3.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e @maap a -20°C, durante o
periodo das andlises. Os sobrenadantes coletadws fdilizados nas andlises
enzimaticas da dismutase do superoxido (SOD),as®dICAT) e peroxidase do
ascorbato (APX) (BIEMELT et al., 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidaderdama em inibir a
fotorreducéo do azul de nitrotetrazdlio (NBT), pwsfa por Giannopolitis e Ries
(1977), com modificagbes. Foram adicionados 10pkxdmto enzimatico a 191
uL do meio de incubagédo composto por: tampéao fosfatpotassio 50 mM (pH
7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 mM, NBT 75 mM eaflavina 2 mM. As
placas contendo o meio de incuba¢do mais amosteanfduminados com
lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos. Pacantrole, foi utilizado o
mesmo meio de reacado sem a amostra. As leituras fiaralizadas a 560 nm e o
célculo da enzima foi realizado com a seguinte glijue? de inibicdo = (A560
amostra com extrato enzimatico — A560 controle samima) / (A560 controle
sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde aidadetde enzima capaz
de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condigiie ensaio.
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A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987 €ue uma
aliquota de 5pL do extrato enzimatico serd adiclana 175 pL do meio de
incubacado, contendo fosfato de potassio 200 mM 7@ e de peroxido de
hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C. A atividadess#e enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia a 24@ oada 15 segundos, por
3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxidoideogénio. O coeficiente
de exting&o molar utilizado foi de 18 rifm™.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhdmea taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segupdos3 minutos. Uma
aliquota de 5uL do extrato enzimético foi adicicma tampéo de incubagéo
composto por fosfato de potassio 200 mM (pH 7,@)addo ascérbico 10 mM e
peréxido de hidrogénio 2 mM (NAKANO; ASADA, 1981).

3.4 Perdxido de hidrogénio

Cem miligramas de tecido foram macerados em nitiogéquido,
homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacéid®A(Te centrifugados, a
12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O contetdo ¢@,Hbi determinado medindo-
se a absorbancia a 390 nm em um meio de reag&endontampéo fosfato de
potédssio 10 mM (pH 7,0), 4L do extrato e iodeto de potassio 1M
(VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000).

3.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio glantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBApfoome descrito por Buege e

Aust (1978). Duzentos miligramas de tecido radicaléoliar foram macerados
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em N liquido acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogedes em &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizadd dentrifugado a 10.000
g, por 10 minutos. Aliquotas de 380do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo (0,5% (m/v) de acido tiobarbitur(€®A) e 10% (m/v) de
TCA), incubando-se, em seguida, 8®@5por 30 minutos. A paralisacdo da
reacdo aconteceu por resfriamento rdpido em gelas eleituras foram
determinadas em espectrofotbmetro, a 535 nm e 600 @ TBA forma
complexos de cor avermelhada, com aldeidos de b@saa molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundario do prooede peroxidacdo. A
concentragcdo do complexo MDA/TBA foi calculada pskguinte equacéo:
[MDA] = (Asss — Asoo) / (€. b), em queé (coeficiente de extingéo = 1,56 x0
cmb); b (comprimento 6tico = 1). A peroxidacéo foi eegsa em pmol de MDA
g' de matéria fresca.

3.6 Diametro

O didmetro do caule (mm) foi medido na altura dietoocom o auxilio
de um paquimetro digital Mitutoyo (CD — 8A CSX = B)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Taxa fotossintética e condutancia estomatica

Plantas pré-tratadas com®} apresentaram maior taxa fotossintética
quando comparadas com as do controle (Grafico A&pndutancia estomatica
também foi maior em plantas pré-tratadas, poréniltimo periodo ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Gréafico 1B). Ag@todo periodo experimental,
verificou-se que até os 16 dias houve um acrésamn@os 27 dias, um

decréscimo dos valores de ambas as variaveis aaadigGrafico 1A e 1B).
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Grafico 1 Taxa fotossintética (A) e condutancieoesitica (B) de plantas de
soja, pré-tratadas comy®h e controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias estietamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, com rmmseste de Scott-Knott

(p< 0,05).

4.2 Massa seca

A massa seca acumulada nas raizes ndo diferiu estteatamentos
dentro de cada época de coleta (Grafico 2A). No spueefere a parte aérea,

verificou-se que plantas pré-tratadas apresentanaimcremento da massa seca
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somente aos 27 dias, quando comparadas com ptamtasie (Grafico2B). Ao
longo do tempo, houve um aumento da massa seGiziss le parte aérea, em
plantas de ambos os tratamentos (Grafico 2A e 2B).
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Gréfico 2 Massa seca de raiz (A) e parte aéread@Bplantas de soja, pré-
tratadas com KD, e controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias estietamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, com rimmseste de Scott-Knott
(p< 0,05).
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4.3 Pigmentos cloroplastidicos

Os conteudos de clorofilas “a”, “b”, total e carateles foram maiores
em plantas- controle, quando comparadas as pegiigtantes da imposicao do
estresse (Grafico 3). A partir dos 16 dias, o dmiwede clorofila “a” foi superior
em plantas pré-tratadas, em relacdo as do confoléongo do tempo, houve
uma reducdo desse pigmento em plantas- controleten@o-se constante nas
pré-tratadas (Grafico 3A). No que se refere a filaréb”, esse conteudo foi
semelhante entre os tratamentos apds a submissitadéas ao alagamento. No
decorrer do tempo de alagamento, verificou-se wdagéo desse pigmento aos
16 dias de estresse nas plantas- controle, mangendonstante até o final do
periodo experimental. Nas plantas pré-tratadasea®s de clorofila “b” nao
variaram ao longo do tempo (Gréafico 3B). Para aset de clorofila total, o
comportamento foi semelhante aquele encontraddonafita “b” (Grafico 3C).

O teor de carotenoides foi mais elevado em plaptégratadas do que nas
controle a partir dos 16 dias até o final do perio@ estresse. As plantas-
controle apresentaram uma reducao gradual nostdesse pigmento, enquanto
nas plantas pré-tratadas esses valores mantiverasorstantes, ao longo de

todo o periodo experimental (Grafico 3D).
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4.4 Atividade do sistema antioxidante

Pela quantificacdo da atividade das enzimas densistantioxidante

SOD, APX e CAT nas raizes, observou-se que a SOi@sapou um
comportamento semelhante entre os tratamentomyw Ido tempo, a atividade
dessa enzima manteve constante até os 16 diasreéeses aumentando aos 27
dias de alagamento para ambos os tratamentos ¢Grak). A APX apresentou
maior atividade de plantas pré-tratadas, quandgaadas com o controle, ao
longo de todo o periodo experimental. Para ambasatementos, houve um
aumento na atividade dessa enzima, ao longo dooté@w@fico 4B). Quanto a
CAT, a atividade dessa enzima nédo diferiu entteadtementos, até os 16 dias de
alagamento, sendo menor nas plantas pré-tratadesnt® aos 27 dias de
estresse. De modo geral, houve um aumento naadzida CAT, ao longo do

tempo (Graéfico 4C).
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Gréfico 4 Atividade das enzimas antioxidantes S@R APX (B) e CAT (C)
do sistema radicular de plantas de soja, pré-tatadm HO, e
controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias esth@tamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, comrimmseste de Scott-Knott

(p< 0,05).
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Com relagdo a atividade das enzimas antioxidangess falhas das
plantas de soja alagadas, a atividade da SOD, assito nas raizes, apresentou
um comportamento semelhante entre os tratamentdset&nto, ao longo do
tempo, a atividade dessa enzima reduziu-se aotag@ld estresse, aumentando
aos 27 dias de alagamento, para ambos os tratan@néfico 5A). Quanto a
APX, comparando-se os tratamentos, plantas- centaplresentaram maior
atividade dessa enzima antes da imposicdo do ssteesos 27 dias, quando
comparadas as pré-tratadas. Houve um decrésciratvittade da APX aos 16
dias, seguido de um aumento, aos 27 dias, em ag®htatamentos (Grafico
5B). A atividade da CAT foi sempre maior em plamaé-tratadas do que em
plantas- controle. Ao longo do tempo, houve a memg#io da atividade dessa
enzima nas plantas do controle, enquanto as planasatadas apresentaram

maior atividade aos 16 dias de alagamento (Gréfit)o
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Gréafico 5 Atividade das enzimas antioxidantes S@RD APX (B) e CAT (C)
de folhas de plantas de soja, pré-tratadas cofd, d controle,
submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias estietamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, comrimmseste de Scott-Knott
(p< 0,05).



37

4.5 Conteudo de HO, e peroxidacao lipidica

O conteldo de }D,nas raizefoi maior em plantas-controle aos 27 dias,
quando comparadas as pré-tratadas. Ao longo dootewigservou-se que
plantas- controle apresentaram um aumento nossnd&sise composto com o
tempo de alagamento, o que nao foi observado emiagl@ré-tratadas (Grafico
6A). A peroxidacao lipidica foi menor em plantag-fnatadas do que nas de
controle até os 16 dias de alagamento, a partqudado ndo houve diferenca
entre os tratamentos. Verificou-se que plantasrolentapresentaram uma
reducdo da peroxidacdo ao longo do tempo, o quéonabservado para plantas

pré-tratadas (Grafico 6B).
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Grafico 6 Conteudo de @, (A) e MDA (B) em raizes de plantas de soja, pré-
tratadas com pD,e controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias esttratamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, com fiaseste de Scott-Knott

(p< 0,05).

Para as folhas de soja alagadas, ndo houve diferenguantidade de
peréxido de hidrogénio entre os tratamentos. Agdodo tempo, houve um
acréscimo no contetdo dessa molécula em ambositaméntos aos 16 dias,

mantendo-se constante até os 27 dias de alagarferifico 7A). Antes da
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imposicdo do estresse, plantas-controle apresentavenior conteldo de

malondialdeido, porém apds as plantas serem sutameadi condicdo de baixa

disponibilidade de oxigénio, esse conteldo foi dieambe entre os tratamentos.

Com o decorrer dos dias de estresse, para platdag-ole observou-se uma

reducdo da peroxidacdo lipidica, enquanto as ptedlas apresentaram um

comportamento oposto (Grafico 7B).
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Grafico 7 Conteudo de B, (A) e MDA (B) em folhas de plantas de soja, pré-
tratadas com yD, e controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias estigtamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, comrmaseste de Scott-Knott

(p< 0,05).
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4.6 Diametro de caule
O diametro do caule foi superior em plantas priati@s apds a

imposi¢do do estresse, sendo que, ao longo do teanpmentou em plantas de
ambos os tratamentos (Grafico 8).
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Grafico 8 Diametro de caule de plantas de sojastrptédas com kD, e
controle, submetidas ao alagamento

Nota: As letras mailsculas comparam as médias esth@tamentos, enquanto as letras
mindsculas comparam dentro dos tratamentos, com fiaseste de Scott-Knott
(p< 0,05).

Neste ensaio, verificou-se que o encharcamentoesoar além de um
aumento no didmetro caulinar, o aparecimento deatgas no caule e de uma
regido esponjosa em plantas de ambos os tratameatderme demonstrado na
Figura 2A. Houve também a formacdo de raizes atbi@®tem ambos os
tratamentos, entretanto as plantas que foram atd@dlas apresentaram

visualmente um maior nimero dessas raizes, confBignea 2B.
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Figura 2 Caule evidenciando o aparecimento de dacha (A) e formacao de
raizes (B) em plantas de soja, pré-tratadas ce@®, id controle,
submetidas ao alagamento

Uma das primeiras respostas das plantas ao alagaéenreducao da
condutancia estomatica (ASHRAF et al., 2011; FOLZERI., 2006). Tal fato
ocorre devido ao aumento do nivel de ABA, que desd#ia um processo de
sinalizagéo para o fechamento dos estdmatos (NEDESIKAN; HANCOCK,
2002; VEAL; DAY; MORGAN, 2007). Nesse estudo, aamhs pré-tratadas
com HO, apresentaram maior condutancia estomatica, quamdparadas com
as controle, até os 16 dias de estresse e, nessaonperiodo apresentaram
também maior taxa fotossintética. Contudo, emboc@ralutédncia estomética
das plantas pré-tratadas tenha sido semelhants alalatas-controle, aquelas
mantiveram maior taxa fotossintética até aos 2§ diéealagamento.

O fechamento estomatico pode ser um mecanismo ldearicia a
inundacdo uma vez que, além de reduzir a demandauw® reduz também a
absorcao de nutrientes, inclusive daqueles potememde téxicos como o ferro e
0 manganés (JACKSON; DREW, 1984). PossivelmentBag@es nos niveis
hormonais provocadas pelo alagamento, principanentmento do acido
abscisico (ABA) e queda dos niveis de citocininaglem interferir no



42

movimento estomatico e, consequentemente, na xde&arbono (MIELKE et
al., 2003).

O fechamento dos estématos esta diretamente nedaiticcom a fixacdo
de carbono e com a producdo de biomassa da pl@@ACALVES et al.,
2013). Embora as plantas pré-tratadas tenham apmdse maior taxa
fotossintética durante todo o periodo experimergamente aos 27 dias de
estresse é que apresentaram maior incremento dearaasa na parte aérea,
guando comparadas as controle. Em condi¢cfes dana¢engo, em que ha menor
disponibilidade de oxigénio, ha a ocorréncia donwddo “Efeito Pasteur”, que
caracteriza a potencializacdo da glicélise e magéie da via respiratoria
anaerobica (SUMMERS; RATCLIFFE; JACKSON, 2000). desituacdo, a
planta mantém seu metabolismo em niveis basaisandds apenas a
sobrevivéncia ao estresse (GREENWAY; GIBBS, 2088). decorréncia dessa
rota bioquimica, ocorre menor incorporacdo de bgsagelas plantas, fato ja
relatado para soja (FANTE et al., 2010; LANZA; RQSSODEK, 2013).
Entretanto, os resultados do presente trabalhaesuggue o pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio permitiu a planta toleralhmeo estresse, culminando
com maior investimento em crescimento da parteaadéreando comparada a
controle.

Wahid et al. (2007), trabalhando com plantas dgotgubmetidas a
salinidade, observaram que o pré-tratamento dergemeom HO, foi capaz de
elevar os valores da taxa fotossintética e condigarestomatica, em
comparacdo com plantas nao pré-tratadas. Gondial. §2011) e Li et al.
(2011), trabalhando com milho e trigo, respectivat®e sob estresse salino
verificaram que o pré-tratamento impediu o decline massa seca dessas
plantas.

Uma das consequéncias do alagamento é a reducatceomes de
clorofila (BARROS, 2004; LADYGIN, 2004; SILVA, 2009 Silva (2009) e
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Thomas e Sodek (2005) verificaram que os teoreslatefila em soja foram
reduzidos com o decorrer dos dias de inundacaoromando com esses
resultados, houve a reducédo nos teores de clotafildb” e total em plantas-
controle, ao longo dos dias de estresse. Em camtid@, o pré-tratamento
permitiu a manutencao desses pigmentos duranteressao periodo (Graficos
3A, 3B, 3C). Gondim (2012) verificou maiores teodesclorofila, em plantas de
milho pré-tratadas com B, em relacdo a plantas controle, quando submetidas
ao estresse salino. Neste estudo, entretanto, $®rmsreores de clorofila “a”
foram maiores em plantas pré-tratadas.

Os teores de clorofila estdo associados ao contggiditrogénio, que
pode ser influenciado por condicées ambientais cameficiéncia de oxigénio,
uma vez que esse estresse restringe a fixacadrdgémio. Consequentemente,
a eficiéncia fotossintética diminui em virtude degthdacdo (HUANG et al.,
1994) ou reducgdo na sintese de clorofilas (SENA-GSMKOZLOWSKI,
1988), devido ao acumulo de etileno ou reducéo intese de citocininas
(ISHIDA et al.,, 2002). Neste trabalho, embora atipados 16 dias de
alagamento, os teores de clorofila total ndo tentidéanido entre os tratamentos
(Grafico 3C), plantas pré-tratadas apresentaramormtixa fotossintética
(Grafico 1A) e maiores teores de carotenoides {@r&D) do que as plantas-
controle. Isso sugere que possam existir outroseatinfluenciando a eficiéncia
fotossintética dessas plantas.

Carotenoides sdo pigmentos responsaveis pela foégdo das
membranas fotossintéticas, atuando como pigmenassarios. Atuam também
na dissipacéo do estado excitado da clorofila ¢r@@acao de espécies reativas
de oxigénio, uma vez que sdo antioxidantes de bagigseo molecular
(KRESLAVSKI et al., 2013; SHARMA, 2012; YOUNG, 19pDessa maneira,
a producdo de carotenoides esta ligada a mecanidengsotecdo do aparato

fotossintético, prevenindo a fotoinibicdo sob cgdds de estresse. Segundo
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Young (1991), plantas estressadas realizam a sittg®vo da zeaxantina, um

tipo de carotenoide, visando prevenir a fotoinibigdo presente estudo, o fato
de as taxas fotossintéticas de plantas pré-tratagas sido mantidas superiores
as das plantas- controle dos 16 aos 27 dias dsssst(Grafico 1A), periodo em
gue os conteltdos de clorofila (Grafico 3C) eram elbeamtes entre os

tratamentos, pode ser explicado pela quantidadam¢enoides (Grafico 3D). O

pré-tratamento com peréxido de hidrogénio mantesaiveis de carotenoides
nas plantas, permitindo que mantivessem sua fatessi durante todo o

periodo experimental. Por outro lado, as plantasgrole apresentaram um

decréscimo na taxa de carotenoides ao longo das ddiaexperimento, com

menor fotossintese.

A extensado do estresse oxidativo em uma céluladamd determinada
pela atividade das enzimas antioxidantes, que rsfortantes para o controle
dos niveis de EROs. A atividade da SOD, para fathadzes, aumentou aos 27
dias de alagamento, demonstrando uma maior atwg&stema antioxidante
na dismutacdo dos ions superéxido. No entantoivaade dessa enzima néo
sofreu influéncia pelo pré-tratamento da sementéfigds 4A e 5A). Esses
resultados estdo de acordo com os de Gondim @0dl0), que n&o verificaram
diferenca na atividade da SOD entre plantas deorpitB-tratadas com peréxido
de hidrogénio e controle.

A operacdo da SOD gera,®b, necessitando da atuacdo das enzimas
APX e CAT, que neutralizam esta molécula, formapdodutos atéxicos a
célula. Nesse caso, os dados revelaram que empsdéjatada, o sistema
antioxidante agiu com eficiéncia, de modo que agings atuaram em
equilibrio, ou seja, uma enzima subsequente (ARXA&) remove o produto
formado (HO,) pela anterior (SOD).

A atividade da APX nas raizes foi induzida pelo-fpa¢amento com

H,0,, com maiores valores no decorrer dos dias dessestréGrafico 4B),
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enquanto a CAT apresentou, somente aos 27 diaslag@ansento, maior
atividade em plantas controle (Grafico 4C). Esseypmrtamento das duas
enzimas esta diretamente relacionado com os ndeeperoxido de hidrogénio,
gue foram superiores nesse 6rgao em plantas- aiwdinal do experimento.
Isso se deve a afinidade diferenciada dessas daasas pelo seu substrato, de
modo que a APX, com sua alta afinidade, atua quandg, esta presente em
baixas concentracbes e a CAT, por outro lado, temportamento inverso
(GILL; TUTEJA, 2010). Tal fato explica a maior ddade da APX para plantas
pré-tratadas e CAT para as plantas-controle.

As elevadas concentracdes dgOklem raizes de plantas- controle, aos
27 dias de estresse, evidenciaram maior estressiatior nessas plantas
(Grafico 6A). Por outro lado, a peroxidacdo lipidifoi maior em plantas
controle somente até os 16 dias, ndo diferindoptlrstas pré-tratadas aos 27
dias de alagamento (Gréfico 6B). Isso indica questresse oxidativo foi
atenuado nas plantas- controle pela maior atividld€AT. Estudos sobre o
acumulo de kLD, em raizes de tomateir@janum lycopersicum) e beringela
(Solanum melongena), sugerem que a neutralizacdo dgDFHe uma importante
via para se adquirir tolerancia contra o alagamétitd et al., 2004).

Em estudos com arroz (MORITA et al., 1999) e sbfaH; KANG; OH,
1999), o pré-tratamento com,®Bb levou a um aumento significativo na
expressdo de genes e alteracdo nos niveis deritamsta APX citosdlica,
demonstrando que a expressao do g é regulada em resposta aos niveis
celulares de bD,. Gondim et al. (2012) verificaram que a atividddeCAT esta
relacionada a aclimatacdo ao estresse salino, #rasfade milho pré-tratadas
com peroxido de hidrogénio.

Nas folhas, a atividade da APX, exceto aos 16dkasstresse, foi maior
nas plantas-controle (Grafico 5B). Embora o préatr&nto com kD, ndo tenha

influenciado diretamente na reducdo dos danos dabmnama lipidica, a maior
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atividade da catalase em folhas, durante todo mg®rexperimental pode ter
atuado, juntamente com os carotenoides, na mamdttetas niveis de clorofila,
pela neutralizacdo das espécies reativas de omigggriadas em virtude do
estresse. Assim sendo, a manutencdo do aparatsifitgico operante nas
plantas pré-tratadas resultou em maiores taxassdiotéticas e maior
incorporacdo de massa seca na parte aérea. Do awwrmdGao et al. (2010), a
maior atividade de enzimas antioxidantes em folteapepino pré-tratadas com
perdxido de hidrogénio esta relacionada a redugddados ultraestruturais em
cloroplastos.

O CAT apresentou maior atividade nas plantas ptédas durante todo
o0 periodo de experimento (Grafico 5C). Em contriageros niveis de peréxido
de hidrogénio néo diferiram entre controle e paéattas, ao longo dos dias de
estresse (Grafico 7A). Danos oxidativos induzidele gxcesso de agua em soja
sdo demonstrados em termos de acumulacdo de wigeMDA, que é um
produto formado durante a peroxidacdo lipidica (GITUTEJA, 2010). Na
peroxidacgéo lipidica, os valores foram semelhagit® os tratamentos durante
0 experimento, exceto antes da imposi¢cdo do esfrepgando 0S maiores
valores estavam no controle (Grafico 7B). Contratacom o0s resultados
obtidos nesse estudo, Gao et al. (2010) e Gondah €012) verificaram que o
pré-tratamento com @, em plantas de pepino e milho, respectivamente,
resultou em menores contetdos de MDA.

Segundo Hernandez et al. (2010), plantas que apeaese maior
atividade do sistema antioxidante sdo mais reseseros danos oxidativos. I1sso
foi verificado por Alves et al. (2013), que, em sstudo congesbania virgata,
espécie tolerantes ao alagamento, observou o anmardtividade das enzimas
do sistema antioxidante ao longo do estresse.

Ao avaliar o diametro do caule, verificou-se quanms pré-tratadas

apresentaram maiores valores que as controle i gast 16 dias de estresse
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(Grafico 8). Pires, Soprano e Cassol (2002) ao destun alteracdes

morfofisiolégicas de soja alagada, observaram qdémetro do caule é uma
caracteristica importante no que se refere a tw&dao encharcamento, uma
vez que com 0 seu aumento ha o aparecimento dedwels na regido

submersa, hipertrofia e formacdo de uma regidongssm na base do caule.
Esse comportamento provavelmente esta relaciomadamalesenvolvimento de

estruturas adaptativas de tolerdncia, como formagdeias alternativas para
aumentar a aeracdo do sistema radicular. No peessiudo, os resultados
corroboram com os de Pires, Soprano e Cassol (20608) aparecimento das
rachaduras e da regido hipertréfica esponjosa anigs controle e pré-tratadas
(Figura 2A). No entanto, os caules das plantastratédas com peréxido de
hidrogénio apresentaram maior hipertrofia, o quiepestar relacionado a maior
aeracdo das raizes dessas plantas para manuten¢@@ud metabolismo

(SHIMAMURA et al., 2010).

Nesta regido, onde ocorre o aumento do didmetroadte devido as
rachaduras, ocorre a formacdo de um tipo especiiieoaerénquima, o
aerénquima secundario, estrutura que funciona aom via de transporte de
oxigéniodo caule para as raizes. Além disso, no local ecarformacéo de
raizes adventicias, que € uma alteracdo morfoaiwt@aracteristica de plantas
ao encharcamento do solo (SHIMAMURA et al.,, 2018MAUCHI et al.,
2013). Como pode ser observado na Figura 2B, drat@nento com D,
levou a formagcdo de um maior nimero de raizes &dian com relacédo as
plantas- controle. Essas raizes especializadas atéfuncdao de manter o
abastecimento continuo de 4gua e minerais, quasdema basico nao o fizer
(MERGEMANN; SAUTER, 2000).
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5 CONCLUSAO

A maior atividade da catalase em folha, juntamenta maiores teores
de carotenoides proporcionaram a manutencéo dessrde clorofila, maiores
taxas fotossintéticas em plantas pré-tratadas, @ guminou com maior
acumulo de massa seca na parte aérea dessas.p@mas-tratamento com
peroxido de hidrogénio também levou ao aparecimeméo adaptactes
morfoanatémicas mais evidentes de hipertrofia ddeca maior formacdo de
raizes adventicias.

O pré-tratamento com B, desencadeou a tolerancia de plantas de soja
ao alagamento pela ativacdo de diferentes viasatugram conjuntamente,
atenuando os efeitos do estresse prolongado nglssdias e resultando em um
melhor desempenho fisiol6gico. O perdxido de hifinig atuou como molécula
sinalizadora para desencadear as respostas fismddgle plantas de soja
submetidas ao alagamento.
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