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1. INTRODUCAO

No Brasil, aproximadamente 28 milhdes de hectares de solos estdo sujeitos ao
encharcamento (solos aluviais e hidromorficos), parte encontra-se na regidao dos
Cerrados e parte na regifo Sul do Brasil (MAGALHAES et al., 2005).

Visando aumentar a eficiéncia do sistema produtivo brasileiro, é importante
diversificar as espécies cultivadas nas areas de varzea (sujeitas ao alagamento)
com a incorporagao de outras, que apresentem tolerancia ao estresse causado pelo
alagamento (hipdxia), como a cultura da soja. Além da importancia econémica dessa
leguminosa, ajuda a preservar ou melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo; o controle de plantas daninhas, doencas e pragas; contribui com
a incorporagdo de nitrogénio (N) no solo devido a associacdo com rizobios
responsaveis pela fixacdo do N atmosférico, representando economia em
fertilizantes nitrogenados (EMBRAPA SOJA, 2013).

Estudos mostram que a aplicacdo exdgena de nitrato € uma das formas de
diminuir os efeitos prejudiciais sobre o metabolismo vegetal causados pelo
alagamento. O nitrato parece desempenhar uma importante funcdo em prolongar a
tolerancia aos efeitos desencadeados pelo déficit de O, em muitas espécies de
plantas (HORCHANI et al., 2010).

As condicdes de hipdxia e especialmente a reoxigenacdo das células, promove
um desbalanco no estado redox nos componentes da mitocondria e do cloroplasto,
levando a uma super reducdo dos carreadores de elétrons e vazamento de elétrons
(MURPHY, 2009), permitindo os mesmos reagirem com o oxigénio e produzirem as
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que pode resultar em estresse oxidativo.

As informacdes sobre os efeitos do nitrato na protecao celular contra danos
oxidativos em raizes de soja submetidas a condicBes de hipdxia ou pés-hipdxia e
cultivadas na auséncia de N-mineral (plantas noduladas), sdo ainda desconhecidas.
Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a resposta da aplicacéo
de nitrato em plantas noduladas de soja quanto a atividade da enzima antioxidante
ascorbato peroxidase, producdo de H,O, e peroxidacao lipidica em raizes sob
condicao de hipoxia (inundacgéo) e pos-hipdxia (recuperacdo do estresse hipoxico).

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido com plantas de soja [Glycine max (L.)], genétipo
TEC IRGA 6070 RR, no periodo de janeiro a mar¢co de 2016, em casa de vegetacao
sob condi¢cbes naturais de luz e temperatura, em area pertencente a Universidade
Federal de Pelotas localizada no municipio do Capéao do Ledo, RS.
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Inicialmente, as sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum.
As plantas foram cultivadas em vasos de 3L contendo vermiculita média expandida
como substrato, na proporcdo de duas plantas/vaso, representando a unidade
experimental, sendo as mesmas nutridas com solugdo nutritiva (HOAGLAND;
ARNON, 1938), sem nitrogénio mineral.

Ao atingirem o estadio R2 (florescimento), um grupo de plantas foi nutrido com
nitrogénio mineral na forma de nitrato (5 mM), quatro dias antes de iniciar o
alagamento das plantas (hipoxia radicular), e o outro grupo permaneceu dependente
apenas do nitrogénio oriundo da fixacdo simbiodtica. ApOs esse periodo, os dois
grupos de plantas foram submetidos a inundacao do sistema radicular, por meio da
manutencdo de uma lamina de 2 cm de solugéo nutritiva diluida a 1/3 da forca sobre
a superficie do substrato, totalizando sete dias de inundacdo, ocasido em que foi
realizada a primeira coleta de material vegetal para analise. O grupo de plantas
nutridas com nitrato, recebeu o ion na concentracdo de 5 mM durante todo o periodo
de inundacédo do sistema radicular, assim como um dos grupos de plantas controle
(normoxia). A recuperacdo das plantas submetidas aos sete dias de tratamento
hipoxico foi avaliada no primeiro e quarto dia apds drenagem da lamina de solugéo
de inundacéo, ocasidoes onde foram realizadas a segunda e terceira coleta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 x 2, sendo os fatores regime hidrico (controle e alagamentorecuperacao) e adicao
de nitrato na solucédo nutritiva (auséncia ou presenca do ion), com trés repeticdes.

As variaveis avaliadas foram a atividade da enzima antioxidante ascorbato
peroxidase (APX; EC 1.11.1.11), conforme NAKANO; ASADA (1981),0s niveis de
peroxido de hidrogénio (H,0), determinados de acordo com VELIKOVA et al. (2000)
e a peroxidacao lipidica determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao &cido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito por CAKMAK; HORST (1991).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo testados os efeitos
simples e interagdes, comparando as médias pelo Teste de Tukey (P < 0,05). Todas
as analises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SAS 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia apontou interacdo entre os fatores regime hidrico e
adicdo de nitrato (NO3) para a variavel APX, demonstrando efeito estimulador do
tratamento de inundacgéo sobre a atividade da enzima independente da presenca de
nitrato. Porém, os valores mais elevados de atividade da APX, nas plantas sob
hipoxia, foram observados naquelas que ndo receberam nitrato (Tabela 1).

Para a variavel peréxido de hidrogénio, plantas controle apresentaram maiores
teores em relacdo a inundacao. Quanto a aplicacdo de nitrato, maior producdo de
H,O, ocorreu no grupo nutrido com o ion. Para a TBARS, observou-se diferenca
significativa apenas para o fator regime hidrico, onde plantas inundadas mostraram
maior peroxidacao lipidica, sem efeito significativo da adigdo de nitrato.

Considerando a analise de varidncia para um dia de recuperagdo, houve
interagcdo entre os dois fatores, tanto para a atividade da enzima APX como para o
teor de H,O,. Para a APX, os valores foram menores em plantas sob pos-hipoxia.
Somado a isto, as plantas controle, nutridas com nitrato, apresentaram maior
atividade da enzima (Tabela 1). O conteudo de H,O, foi significativamente maior
apenas em plantas sob recuperacdo que nédo receberam nitrato, em comparacao ao
controle. No entanto, em relacéo ao efeito da nutricdo, plantas que receberam nitrato
apresentaram maiores indices. A condicdo pos-hipdxia estimulou a peroxidacao
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lipidica, evidenciado pela maior producao de TBARS, porém sem efeito significativo
da adi¢céo do ion.

Tabela 1. Atividade da enzima APX (umol Asc min® mg™® proteina), teor de H,O
(umol g* MF) e TBARS (umol g* MF), em raizes de soja submetidas & inundacéo e
diferentes periodos de recuperacao, e a adi¢cdo de nitrato na solucao de cultivo.

Regime Hidrico —

Variavel Inundacso Adicao de Nitrato (NO3)
¢ “NO, +NO;
APX Controle 0,108 a B* 0,124 aB
Inundacédo - 7 dias 0,293 a A 0,219b A
Regime Hidrico — Inundacédo — 7 dias Adic&o de Nitrato (NO3y)
H.O Controle Inundado -NOs + NOj3
2 59,759 a 56,490 b 54,747 b 61,502 a
TBARS 0,010 b 0,015a 0,013 "™ 0,012 "™
Regime Hidrico — Adicéo de Nitrato (NO3y)
Recuperacéo - NO3 + NO3
APX Controle 0,086 b A 0,121 a A
Recuperacgéo — 1 dia 0,044 aB 0,054 aB
H.0 Controle 55,784 b B 77,457 a A
zze Recuperacéo — 1 dia 64,530 b A 75,200 a A
Regime Hidrico - Recuperacéo Adic&o de Nitrato (NO3)
Controle Recuperacdo - 1 dia -NOs + NO3
TBARS s s
0,009 b 0,014 a 0,012 0,011
Regime Hidrico — Adicéo de Nitrato
Recuperacéo - NO3 + NO3
APX Controle 0,135aB 0,142 aB
Recuperacgdo - 4 dias 0,295a A 0,185b A
Regime Hidrico - Recuperacéao Adicéo de Nitrato
Controle Recuperacéo — 4 dias -NO3 + NO3
HZOZ ns ns
62,136 65,329 55,709 b 71,756 a
TBARS 0,009 "™ 0,008 "™ 0,009 ™ 0,008 ™

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculas, na linha, e mailsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; "™ — n&o significativo.

Aos quatro dias de recuperagao ocorreu interacao entre os dois fatores para a
atividade da APX. Nas plantas que sofreram o estresse, a atividade da enzima foi
significativamente maior em relacdo as do controle, independente da aplicacdo de
nitrato, porém quando comparado os dois grupos em recuperacao, foi mais elevada
no grupo cultivado na auséncia de N-mineral (Tabela 1). A producdo de H,O, e a
peroxidacdo lipidica foram equivalentes ao controle, sugerindo recuperacdo das
plantas ao estresse pos-hipoxico. Porém, em plantas nutridas com nitrato o teor de
H,O, foi maior em plantas que receberam NOj3, ndo resultando em maior
peroxidacao lipidica quando comparado a plantas mantidas na auséncia de N-
mineral.

De maneira geral, condicbes de estresse intensificam a producdo de EROs e
sua eliminacédo, principalmente pela acdo das enzimas antioxidantes. Em soja, o
nitrato exerceu um efeito benéfico induzindo a ativacao do sistema antioxidante de
defesa contra EROs através do aumento da atividade das enzimas em raizes sob
condicdes de hipoxia e pos-hipoxia, tais como a APX (BORELLA, 2015). Embora a
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APX tenha alta afinidade com o H,O,, permitindo a eliminacdo deste, mesmo em
baixas concentracdes, € possivel que outros mecanismos antioxidantes estejam
mais ativos no genotipo TEC IRGA 6070 RR. Os resultados observados nesta
literatura foram obtidos a partir de plantas cultivadas com nitrato desde o inicio do
ciclo (plantas ndo-noduladas), diferentemente do presente estudo, onde as plantas
noduladas necessitaram ajuste metabdlico ao ion, uma vez que o nitrogénio foi
provido apenas pela fixacdo simbidtica de N, até o inicio do tratamento com nitrato.
Além disso, outros mecanismos podem estar ativados pela presenca do nitrato,
como o ciclo do éxido nitrico (NO), processo que recicla o poder redutor mitocondrial
e citossolico sob hipoxia (GUPTA et al., 2011), diminuindo danos oxidativos
envolvidos sob deficiéncia de O,.

4. CONCLUSOES

O aumento da tolerancia ao alagamento de plantas noduladas de soja genétipo
TEC IRGA 6070 RR, frente a aplicacdo de nitrato, ndo pode ser explicado pela
atividade da enzima APX, tanto em condicdo de hipdxia quanto de poés-hipoxia.
Outras enzimas e moléculas antioxidantes envolvidas no status redox celular
deverdo ser investigados em trabalhos futuros, assim como 0s mecanismos de
reciclagem de poder redutor induzidos pelo nitrato sob deficiéncia de O..
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