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RESUMO

GARCIA, Michele Pacheco, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Outubro
de 2008. Alteracbes Fisiolégicas e avaliacdo do estresse oxidativo
durante o desenvolvimento e a senescéncia de folhas se soja, Glycine
max L. Orientador: Marco Aurélio Pedron e Silva. Co-orientadores: Andréa
Miyasaka de Almeida e Fabio Murilo DaMatta.

Foram avaliadas diversas alteragdes fisiologicas e o estresse
oxidativo ao longo do desenvolvimento de folhas de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46 (Conquista), em dois diferentes grupos de plantas: com
orgaos reprodutores intactos, cujas plantas seguiram o ciclo normal até a
senescéncia e com 6rgéo reprodutores removidos, a fim de prolongar o ciclo
de vida, retardando a senescéncia foliar. Foram avaliados: teores de
clorofilas e carotendides, parametros de trocas gasosas, atividades de
algumas enzimas do sistema antioxidativo, teores de perdxido de hidrogénio,
além de danos celulares. As folhas analisadas das plantas desenvolvendo
normalmente apresentaram progressiva degradacédo de clorofilas e
carotendides (em menor propor¢ao), fato que resultou na coloracdo amarela
caracteristica de folhas senescentes, enquanto as plantas desfloradas
mantiveram suas folhas verdes. A degradagédo dos pigmentos resultou em
queda acentuada das taxas de assimilagdo liquida de carbono (A) nas
plantas com o6rgaos reprodutores intactos, além de ter ocorrido queda na
condutancia estomatica (gs) e aumento na razdo entre a concentragao

interna e ambiente de CO, (Ci/Ca). Ao contrario, as plantas com o6rgaos



reprodutores removidos apresentaram menor queda em A, gs e Ci/Ca, que
se mantiveram constantes apos a ligeira queda inicial. O percentual de
extravasamento de eletrélitos em plantas em senescéncia natural aumentou
ao longo do desenvolvimento, mas nao foi acompanhado de aumento de
aldeido malénico (MDA). Em plantas desfloradas o extravasamento foi
inicialmente constante, seguido de queda com o inicio da senescéncia, mas,
por outro lado, os niveis finais de MDA foram duas vezes maiores que 0s
iniciais. As folhas das plantas intactas apresentaram baixos teores de
peréxido de hidrogénio (H20-), ao contrario das plantas desfloradas. A baixa
atividade da dismutase do superdéxido (SOD) em plantas senescendo
normalmente, além das atividades elevadas de peroxidase (POX) e
peroxidase do ascorbato (APX), devem ter sido as responsaveis pelos
baixos niveis de H,O, nessas plantas. Inversamente, a atividade intensa de
SOD e a baixa atuagdo de POX e APX em plantas desfloradas contribuiram
para os altos teores de peroxido de hidrogénio. A catalase (CAT) teve sua
atividade em queda ao longo do experimento, nas folhas de ambos os
tratamentos, indicando que a enzima nao teve participagdo importante na
remocgao de H,0O,. Nos trifdlios das plantas dos dois tratamentos, a redutase
da glutationa (GR) teve sua atividade inicialmente elevada, seguida de
queda drastica até o final do experimento. Tais resultados indicam que o
estresse oxidativo n&o foi o fator determinante da senescéncia foliar natural

das plantas de soja utilizadas no presente experimento.



ABSTRACT

GARCIA, Michele Pacheco, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2008. Physiological changes and evaluation of oxidative stress during
leaf development and senescence in soybean, Glycine max L. Adviser:
Marco Aurélio Pedron e Silva. Co-advisers: Andréa Miyasaka de Almeida
and Fabio Murilo DaMatta

Physiological changes and oxidative stress were studied in soybean
leaves, Glycine max, variety MG / BR 46 (Conquista) during their
development. In a group of plants the reproductive organs were removed, in
an attempt to extend their life cycle, retarding their leaf senescence. In the
control plants the floweres were not removed and the plants followed their
normal cycle until natural senescence. Control plants developed normally,
exhibiting progressive degradation of chlorophylls and carotenoids (in low
proportion), with the characteristic yellow color of senescent leaves. On the
other hand, plants with no flower kept their leaves green until the end of the
experiment. The degradation of the pigments led to a sharp decline in carbon
assimilation rates (A) in control plants, in which also occurred a decrease in
stomatal conductance (gs) and increase in the ratio between the internal and
ambient CO; concentration (Ci/C,). In contrast, plants without flowers showed
a minor drop in A, gs and C/C,. The proportion of electrolyte leakage
increased in the control plants throughout their development. Leaves of
control plants showed lower levels of hydrogen peroxide (H20;), in contrast
with a great increase observed in plants with no flowers. The low activity of

superoxide dismutase (SOD) in control plants in addition to the high activity
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of peroxidases (POX) and ascorbate peroxidase (APX) are likely responsible
for the low levels of H,O; in those plants. Conversely, the intense activity of
SOD and the low performance of POX and APX in plants without flowers
might have contributed to the high levels of hydrogen peroxide. Catalase
(CAT) activity dropped continuously in the leaves of the two kind of plants,
indicating that this enzyme does not play a fundamental role in the removal of
reactive oxygen species during this senescence. In both kind of plants, the
activity of glutathione reductase had initially increased, followed by a sharp
decrease until the end of the experiment. The results of this experiment
suggest that oxidative stress is not the determinant factor associated with

leaf senescence process in soybean plants.
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1 - INTRODUGCAO

A soja (Glycine max L.) é uma planta herbacea pertencente a familia
Leguminosae e sub-familia Fabaceae, que apresenta grande diversificagao
genética e morfolégica em funcdo do elevado numero de variedades e
cultivares. E amplamente utilizada na alimentacdo humana, tendo papel
semelhante a carne, leite e manteiga, pois tem elevada quantidade de
proteinas e gordura (Gomes, 1976).

Inimeros estudos tém destacado o potencial de fitoquimicos
presentes na soja, como as saponinas e isoflavonas no controle de
diferentes enfermidades. Os gréos de soja compdem-se basicamente de
proteinas, glicidios e lipidios, contendo também calcio, fésforo e ferro
(Sgarbieri et al, 1981). Além da proteina, a soja fornece os acidos graxos
essenciais, algumas vitaminas e compostos fitoquimicos, como as
isoflavonas, que apresentam importante propriedade de atividade
antioxidante (Esaki et al, 1999). Além disso, no campo, € forragem de
primeira ordem, enriquece 0 solo com o nitrogénio que retira do ar
atmosférico, humifica-o com seu sistema radicular, ao encerrar seu ciclo
vital, quando toda sua volumosa massa vegetal ndo € usada como adubo
verde e ainda protege o solo contra erosdo e agao direta do sol (Gomes,
1976).

Sendo uma espécie monocarpica, a Ssoja possui um controle
correlativo, sendo que sua senescéncia foliar inicia quando o fim do seu
desenvolvimento é alcangado, com o enchimento dos grdos, cessando

assim o seu ciclo reprodutivo unico. Dessa forma, o desenvolvimento
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reprodutivo governa a senescéncia foliar e a remogdao dos orgaos
reprodutivos pode reverter a destruicdo das folhas senescentes (Lim et al,
2007).

Em qualquer espécie vegetal, a senescéncia nao ocorre
desordenadamente, sendo que sua indugdo e seu progresso Sao
controlados em resposta a fatores ambientais, como desidratagdo e baixa
temperatura, além de uma regulacéo diferencial programada de uma série
de genes relacionados a senescéncia (SAGs) (Gan e Amasino, 1997; Biswal
et al, 1999; Yoshida, 2003).

Além de fatores externos, ha interferéncia também de fatores internos
como sinalizadores da senescéncia, entre eles, os hormdnios. Os principais
horménios envolvidos sdo as auxinas, citocininas e giberelinas, que inibem a
senescéncia, e acido abscisico e etileno, que a induzem. A regulagéo da
senescéncia também conta com a participagcao do acido jasménico e do
acido salicilico (Gan e Amasino, 1997).

Na senescéncia monocarpica, além das estruturas reprodutivas,
outras partes da planta podem participar como controles correlativos. As
raizes, por exemplo, tem importante papel na manutengcdo das folhas,
principalmente através da produgao de citocininas (Noodén et al, 2004). As
citocininas podem aumentar a quantidade de flores e frutos em soja,
sugerindo que esse hormdnio atua redirecionando o movimento de
assimilados na planta, prevenindo a abscisdo desses 6rgaos (Reese et al,
1995; Nagel et al, 2001).

A maioria dos estudos moleculares que visam o melhor entendimento
sobre a senescéncia foliar tem sido feita em Arabidopsis thaliana. Apesar de
ter um ciclo muito curto, Arabidopsis ndo € uma planta monocarpica,
portanto as descobertas a respeito do controle genético de sua senescéncia
podem n&o revelar os mecanismos envolvidos na senescéncia foliar de
outras plantas, como a soja (Lim et al, 2007).

A morte de grupos de células faz parte do desenvolvimento de muitos
organismos, podendo também ser resposta a estresses bioticos e abidticos.
A morte celular programada pode ser um processo auto-destrutivo, envolvido
na formacgao de elementos traqueais e degeneragéo da camada de aleurona

durante a germinacao, por exemplo (Jones e Dangl, 1996). Pode também
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estar associada ao processo de senescéncia, que envolve uma
desmontagem ordenada de componentes celulares e permite um
aproveitamento maximo de nutrientes para as outras partes da planta (Lim et
al, 2007)

No decorrer da senescéncia, dentre outras alteragcbes, observa-se
aumento nas espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs séao
produzidas durante o metabolismo aerdbico normal, pela interacdo do O, e
elétrons provindos da cadeia de transporte de elétrons dos cloroplastos e
das mitocdndrias (Bor et al, 2003). A susceptibilidade ao estresse oxidativo
depende do balango global entre a produgdo de oxidantes e a capacidade
antioxidante da célula (Prochazkova et al., 2001).

As espécies reativas de oxigénio incluem o peréxido de hidrogénio
(H202), o anion superoxido (0'2'), e o radical hidroxil (HO’), os quais podem

causar danos as macromoléculas celulares. Os danos provocados pelas
EROs podem ser evitados por sistemas antioxidativos enzimaticos e nao-
enzimaticos. No sistema antioxidativo enzimatico em plantas superiores,
destacam-se as enzimas dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX), além de outras peroxidases (POX) e
redutase da glutationa (GR). A SOD catalisa a dismutagdo do superoxido,
mantendo baixos niveis desse radical, sendo o H,O, produto de sua reacao.
A CAT converte o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua e a APX
catalisa a oxidacdo do ascorbato a monodesidroascorbato (MDHA), usando
peréxido de hidrogénio como oxidante (Jimenez et al., 2002). Além disso, as
plantas contam com mecanismos nao enzimaticos, envolvendo compostos
como o acido ascérbico e a glutationa, que sdo encontrados em altas
concentragdes no cloroplasto e outros compartimentos (Mittler, 2002).
Durante a senescéncia foliar monocarpica em arroz, Srivalli e Khanna-
Chopra (2001) observaram aumento no estresse oxidativo nas células,
devido ao declinio de SOD e CAT e posterior inducdo de novas isoformas,
menos ativas. O aumento na atividade de CAT logo apds o florescimento em
soja sugere que as folhas aumentam a sua capacidade de catalisar a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio em agua. Porém, quando se

aproxima mais da senescéncia (25 dias apdés o florescimento), essa
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habilidade decresce com a queda da atividade dessa enzima (Fu et al,
2000).

Além da destruicdo das EROs, as células também contam com
sistemas capazes de reduzir a sua produgao, como parte do seu sistema de
protecdo contra o estresse oxidativo. Algumas formas de se reduzir a
producdo de EROs envolvem a dissipacdo de energia entre o fluxo de
elétrons da cadeia respiratoria e a sintese de ATP (Maxwell et al., 1999;
Considine et al., 2003). Para isso, as plantas podem se utilizar de duas
proteinas mitocondriais: a oxidase alternativa (AOX) e a proteina
desacopladora (UCP) (Sluse et al, 2000, 2002).

As células da folha sofrem mudancas ordenadas em sua estrutura, no
metabolismo e na expressao génica (Lim et al, 2007), ao longo do processo
de senescéncia. Os plastidios do mesofilo sdo as primeiras organelas a
sofrer mudangas dramaticas; cloroplastos e peroxissomos sofrem conversao
em gerontoplastos e glioxissomos, respectivamente, indicando que a
senescéncia € um fendmeno de diferenciagdo e ndo apenas uma forma de
necrose.

As células do mesofilo sdo as primeiras e estdo entre as principais a
tornarem disponivel quase todo o recurso da folha durante a senescéncia.
Ocorre o aumento na atividade metabdlica, responsavel por converter o
material celular acumulado durante a fase de crescimento, havendo hidrdlise
de macromoléculas para remobilizagdo de nutrientes (Lim e Nam, 2005).
Células senescentes passam por reorganizagdo interna e s&o
metabolicamente ativas, sendo que varias rotas sdo ativadas e continuam
ocorrendo ao longo do processo de senescéncia.

O deslocamento de nutrientes em plantas monocarpicas parece ser
parte de uma estratégica reprodutiva que otimiza o ciclo vital da espécie
(Noodén et al, 2004). Nesse grupo de plantas acredita-se que o
desenvolvimento dos frutos retira carboidratos e minerais (principalmente
nitrogénio e foésforo) das partes vegetativas, levando-as a morte (Marschner,
1995).

Varios parametros fisiologicos podem ser utilizados para indicar a
senescéncia, entre eles o sintoma de clareamento, tipico em folhas. Essas

mudangas estruturais sdo acompanhadas por variagdes bioquimicas, como
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catabolismo das clorofilas e progressiva perda de proteinas cloroplastidicas,
como a Rubisco e as proteinas do sistema coletor de luz (Brouquisse et al,
2001). Também pode ocorrer descréscimo de carotenoides, além do
acumulo de outros pigmentos e compostos secundarios. Em folhas de soja,
Fu et al (2000) verificaram o decréscimo nos teores de clorofila e
carotendides durante a senescéncia. Um evento importante € a
desmontagem do aparato fotossintético, com decréscimo na atividade
fotossintética (Woolhouse, 1984; Grover et al, 1992). Essa ocorréncia,
acompanhada por um suave decréscimo na extincdo fotoquimica do
fotossistema |l, em folhas senescentes, pode expor as folhas a um excesso
de energia de excitagdo, a qual, se n&do dissipada seguramente, pode
resultar em danos ao FSII, em consequéncia da reduc¢ao dos seus centros
de reagdao (Demming-Adams et al, 1992). O declinio na capacidade
fotossintética acompanhando a senescéncia foliar foi uma das primeiras
observagbes deste processo em plantas superiores (Yoo et al, 2003). Ao
contrario dos cloroplastos, nucleo e mitocdndrias se mantém intactos até o
ultimo estadio, por serem requeridos para viabilidade celular (Simeonova et
al, 2000).

A fim de contribuir para o conhecimento dos diversos aspectos
envolvidos no desenvolvimento e na senescéncia das folhas de soja, julgou-
se importante avaliar as modificagdes fisiolégicas, desde a sua formacéao e
amadurecimento até a finalizacdo de seu processo de senescéncia e
abscisdo. Além disso, procurou-se observar o efeito da remogao das flores
no processo de senescéncia foliar. Foram avaliados parametros de trocas
gasosas, danos celulares e a participacdo de enzimas do sistema
antioxidativo durante este processo, comparando plantas desenvolvendo
normalmente com outras cuja senescéncia foi retardada pela remog¢ao dos

orgaos reprodutores.
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2 - OBJETIVOS

Esse trabalho teve como propdsito acompanhar e comparar algumas
respostas fisioldgicas em folhas de plantas de soja com 6rgaos reprodutores
intactos (senescéncia normal) e folhas de plantas com 6rgaos reprodutores
removidos (senescéncia retardada), em diferentes estadios de
desenvolvimento.

O objetivo principal foi confirmar a hipétese de que o desenvolvimento
de flores e frutos governa a senescéncia foliar da soja, pelo
desencadeamento de estresse oxidativo. Para isso, foram avaliados diversos
aspectos fisioldgicos, relacionados com atividade fotossintética e com

possiveis danos oxidativos.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Sementes de soja (Glycine max L.) da variedade MG/BR 46
(Conquista), fornecidas pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Vigosa, foram selecionadas e tratadas com fungicida e inoculante
(composto por bactérias do género Rhizobium, com turfa como substrato).
Em seguida, foram colocadas para germinar em uma mistura de solo,
esterco de curral curado e areia (3:1:1, v/v/v), em vasos plasticos de 3L. A
adubacao e a corre¢ao da acidez dessa mistura foram feitas de acordo com
analise de solo e recomendacgdes técnicas para a cultura (Ribeiro, 1999).
Trés plantas por vaso permaneceram em casa de vegetagao, no periodo de
fevereiro a junho de 2008, onde tiveram irrigagdo apropriada (solo mantido
na sua capacidade de campo) e foram tratadas com inseticidas e fungicidas
apropriados, quando necessario.

O experimento contou com dois tratamentos primarios: plantas com
orgaos reprodutivos intactos, que tiveram seu ciclo de vida sem interferéncia
e plantas com érgéos reprodutivos removidos, por retirada manual de suas
flores. Estes dois grupos de plantas foram acompanhados ao longo de todo
0 seu ciclo vital.

Todas as avaliagdes, nos dois tratamentos, foram feitas nos foliolos
do 6° né (42 folha trifoliolada) e as analises de trocas gasosas e pigmentos

foram iniciadas aos 22 dias, quando as folhas ja se apresentavam
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completamente expandidas e fotossinteticamente ativas. Aos 43 dias apds o
plantio, foram iniciados os outros tipos de analises.

Até o inicio da senescéncia, todas as avaliagdes foram feitas em
intervalos semanais, a semelhanca do executado por Fu et al, 2000. Apds o
inicio da senescéncia, os intervalos foram de 3 dias, até a ocorréncia da

abscisao do quarto trifélio.

3.2 Determinacdao de clorofilas e de carotendides

Os teores de pigmentos (clorofila a, b e carotendides) foram
determinados de acordo com método descrito por Wellburn (1994). Dois
discos foliares com diametro de 0,5 cm foram colocados em recipientes
contendo 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de
calcio (CaCOs3). Apos 6 horas em temperatura ambiente, as absorbéancias
dos extratos foram lidas a 480 nm, 649,1 nm e 665,1 nm, e os teores dos

pigmentos determinados e expressos em ug cm?,

3.3 Trocas gasosas

As avaliagdes relacionadas com as trocas gasosas foram iniciadas
apés completa expansao dos foliolos, e foram feitas sempre as 9h. As taxas
de assimilagdo liquida do carbono (A), conduténcia estomatica (gs),
transpiracdo e a razado entre a concentracido interna e ambiente de CO;
(Ci/C,) foram medidas em sistema aberto, sob luz saturante artificial de 1000
umol m? s™ e temperatura e concentragdo de CO, ambiente, com analisador
de gas infravermelho (IRGA) portatil (Li-6400 Li-Cor, USA), seguindo o
método descrito por Vu et al (1986).
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3.4 Analises de danos celulares

3.4.1 Peroxidacao de Lipidios

Danos celulares foram avaliados por meio de peroxidagao de lipidios,
via acumulo de aldeido malénico (MDA), conforme descrito por Cakmak &
Horst (1991). Para isso, 0,150 g de foliolos foram homogeneizados em 2 mL
de solucéo contendo 0,1% de acido tricloroacético (TCA). O homogeneizado
foi centrifugado a 12000 g por 15 minutos. Todas as etapas foram realizadas
a 4°C. Aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de
solugdo de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% em TCA 20% e todas as
amostras foram incubadas a 90°C por 20 minutos. A reacgdo foi paralisada
em banho de gelo, seguido de centrifugacdo a 13000 g por 4 minutos. A
absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 nm, descontando-se a
absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracdo de MDA foi calculada
utilizando-se o coeficiente de absortividade de 155 mM”' cm™ (Heath &
Packer, 1968).

3.4.2 Extravazamento de eletrélitos

Os danos celulares foram avaliados também por meio de
extravazamento de eletrdlitos, conforme descrito por Lima et al (2002). Para
isso, 10 discos de 1,2 cm foram colocados em 15 mL de agua miliQ e
deixados por 6 horas a temperatura ambiente (média de 25°C). A
condutancia inicial (Ci) foi estimada utilizando um condutivimetro
(Biosystems LTDA, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil). Apds essa leitura, as
mesmas amostras foram colocadas em estufa a 90°C por 2 horas e feita
uma segunda leitura (Cf). A permeabilidade relativa foi calculada pela
relacdo Ci/(Ci+Cf) x 100 (Tarhanen et al, 1999) e o resultado foi expresso

em percentagem.
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3.5 Peroxido de Hidrogénio

Amostras de 0,1 g de foliolos foram trituradas em nitrogénio liquido e
entdo homogeneizadas em 2 mL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH
6,5 contendo hidroxilamina 1 mM. Apds filtracao através de 4 camadas de
gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 10000 g por 15 minutos. Todas as
etapas foram realizadas a 4°C (Kuo e Kao, 2003).

Aliquotas de 25 L do sobrenadante foram adicionadas a um meio de
reagcao contendo FeNH4(SO4) 100 uM, acido sulfurico 25 mM, laranja de
xilenol 250 pM e sorbitol 100 mM, para volume final de 2 mL. As amostras
foram mantidas no escuro por 30 minutos e a absorbancia determinada a
560 nm. Brancos para os reagentes e dos extratos vegetais foram
preparados em paralelo e subtraidos das amostras, segundo Gay e Gebicki
(2000). As concentracdes de H,O, nas amostras foram estimadas com base

em curva de calibragdo preparada com padroes de H,O..

3.6 Atividades enziméaticas

3.6.1 Obtencao dos extratos enzimaticos

Para a determinagcédo das atividades das enzimas peroxidases totais
(POX), catalase (CAT), peroxidade do ascorbato (APX) e dismutase do
superoéxido (SOD), foram utilizados extratos enzimaticos brutos obtidos por
meio da homogeneizagao de 0,3 g de foliolos. Estes foram fragmentados em
almofariz, em 2 mL de solugao de extracao, constituida de EDTA 0,1 mM em
tampéao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, fluoreto de fenilmetilsulfonico
(PMSF) 1 mM e polivinil-poli-pirrolidona (PVPP) 1%. O homogeneizado foi
centrifugado por 15 minutos, a 12.000 g, a 4°C e o sobrenadante utilizado

nas avaliagbes enzimaticas e nas dosagens de proteina.
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3.6.2 Dismutase do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da dismutase do superoxido foi determinada de acordo
com Giannopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 40 pL de extrato enzimatico
bruto foram adicionadas a um meio de reacao constituido de tampao fosfato
de sodio 50 mM pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio
(NBT) 75 pM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 yM (Del Longo et al, 1993). A
reacdo foi conduzida a 25°C numa cdmara de reagao sob iluminagéo de uma
ldmpada fluorescente de 15W mantida no interior de uma caixa fechada.
Apos 5 minutos de exposicdo a luz, a iluminacido foi interrompida e a
formazana azul produzida pela fotorredugdo do NBT foi medida a 560 nm. A
absorbancia a 560 nm de um meio de reagdo exatamente igual ao anterior,
mas mantido no escuro por tempo igual, serviu de branco e foi subtraida da
leitura da amostra que recebeu iluminagcdo. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
fotorredugédo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

3.6.3 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada segundo Havir e McHale (1987).
Aliquotas de 100 pyL do extrato enzimatico foliar bruto foram adicionadas a
2,9 mL de um meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM
pH7,0, e H,O, 12,5 mM. O decréscimo na absorbancia a 240 nm, a 25°C, foi
medido durante o primeiro minuto da reagdo. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™

(Anderson et al, 1995) e resultado expresso em pmol min™ mg ™' proteina.

3.6.4 Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)
A atividade das POX foi determinada seguindo-se os procedimentos

descritos por Kar e Mishra (1976). Aliquotas de 50 pL do extrato enzimatico

bruto de folhas foram adicionadas a 2,95 mL de uma mistura de reacao
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constituida de tampéao fosfato de potassio 25 mM pH 6,8, pirogalol 20 mM e
H,0, 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420 nm, a 25°C foi medido
durante o primeiro minuto de reagédo pela produgcdo de purpurogalina. A
atividade enzimatica foi calculada usando o coeficiente de extincdo molar de
2,47 mM™ cm™ (Chance & Maehley, 1955) e o resultado expresso em pmol

min™" mg ' proteina.

3.6.5 Peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método de
Nakano e Asada (1981), e modificado por Koshiba (1993). Aliquotas de 200
ML de extrato enzimatico foliar bruto foram adicionadas a 2,8 mL de um meio
de reacao constituido de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 6,0, acido
ascorbico 0,8 mM e H,0O, 1 mM. O decréscimo na absorbancia a 290 nm, a
25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reagdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8
mM™ cm™ (Nakano & Asada, 1981) e o resultado expresso em nmol min™

mg ' proteina.

3.6.6 Redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2)

O extrato enzimatico bruto, para a determinacao da atividade da GR, foi
obtido pela homogeneizacao de 0,15 g de foliolos em 2,0 mL de solugao de
extragcdo, constituida de agua destilada, EDTA 1 mM, tamp&o fosfato de
potassio 100 mM pH 7,5, DTT 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, isoascorbato
10 mM, Triton x100 0,1% e PVPP. O homogeneizado foi centrifugado por 15
minutos, a 15.000 g, e o sobrenadante utilizado para determinagao da
atividade da GR. A sequéncia de eventos foi executada a 4°C e a
absorbancia lida a 340nm. Determinou-se a atividade da GR segundo
Carlberg e Mannervik (1985) e o resultado foi expresso em nmol min™ mg ™

proteina.
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3.7 Andlise Quantitativa de Proteinas

As proteinas das amostras das folhas utilizadas foram quantificadas
de acordo com método de Bradford (1976). Foram utilizados 5 uL de extrato
e 95 uL de agua para 900 uL de Reagente de Bradford. As absorbancia
foram lidas a 595 nm, e os dados finais foram utilizados para expressar as
atividades das enzimas, por mg de proteina.

3.8 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x13 (2 tratamentos e 13 datas de
avaliagdes), sendo 6 repeticbes para cada tratamento e data de analise,
para as avaliagdes de trocas gasosas. Para as avaliagbes de pigmentos o
esquema fatorial foi 2x14, sendo 5 repeticdes para cada tratamento. Para as
demais avaliacdes, foi feito fatorial 2x11, sendo 4 repeticdes para cada
tratamento.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o programa Sisvar 5.0, da
Universidade Federal de Lavras. Além disso, para descrever um modelo de
resposta ao longo do desenvolvimento das plantas, foi realizada analise de

regressao, utilizando o programa OriginPro 7.0.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Processo de desenvolvimento da planta

A Tabela 1 mostra, de forma resumida, as principais alteracbes

observadas ao longo do ciclo de vida das plantas mantidas com dérgaos

reprodutores intactos da variedade de soja, MG/BR 46 (Conquista).

Tabela 1: Principais eventos ao longo do ciclo vital de plantas de soja (Glycine
max), variedade MG/BR 46, com desenvolvimento normal (6rgdos reprodutores
intactos), cultivadas em casa de vegetacao.

Dias apos Data Coleta Eventos
germinacgao
13/02/08 Plantio
20/02/08 Germinacéo total (Estadio VE)

3 23/02/08 Cotilédones completamente expandidos (Estadios VC e V1)

7 27/02/08 Surgimento do 2° trifélio (Estadio V2)

22 13/03/08 1 4° trifélio completamente expandido (Estadio V4)
Inicio de analises de trocas gasosas e pigmentos

29 20/03/08 2 5° trifélio completamente expandido (Estadio V5)

36 27/03/08 3 Inicio do florescimento (Estadio R1)

43 03/04/08 4 Inicio de coletas para andlises restantes

50 10/04/08 5 Formacao de vagens (Estadio R4)

57 17/04/08 6 Surgimento de novos ramos

64 24/04/08 7 Enchimento de gréos (Estadio R5)

70 30/04/08 8 Novos trifélios

78 08/05/08 9 Novos trifélios

85 15/05/08 10 Amadurecimento de graos e inicio da senescéncia (Estadio R7)

92 22/05/08 11 Novos trifélios

99 29/05/08 12 Queda dos cotilédones

103 02/06/08 13 Inicio da abscisao dos primeiros trifélios (Estadio R8)

106 05/06/08 14 Senescéncia total e abscisao do 4° trifélio
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As plantas que tiveram seus orgaos reprodutores removidos
mantiveram suas folhas sempre verdes e maiores, além de apresentarem
maior numero de ramos laterais (Figura 1). A variedade escolhida, MG/BR
46 (Conquista), € considerada de ciclo semi-tardio, de 110 a 140 dias. A
melhor época de cultivo em campo é de 15 de outubro a 15 de novembro,
época do ano em que o periodo de luz chega a quase 14 horas/dia
(primavera/verao). Acredita-se que devido a época do experimento, as
condigdes de casa de vegetagao (incluindo radiacbes menores) e pela soja
responder a fotoperiodo curto, seu ciclo tenha sido um pouco reduzido.
Durante o periodo inicial de cultivo, 0 maximo de luz que se teve foi pouco

mais de 12 horas/dia em Vigosa (Fonte: br.weather.com), entre plantio e

florescimento, fase decisiva para o ciclo da soja.

S50 Plantas com6rgans ~_ Plantas tom ar . z
repr removidos.  “reprodutor : dutores.intactos reprodu

Figura 1: Estadios finais de plantas de soja (Glycine max), variedade MG/BR 46,
nos dois tratamentos: plantas com érgaos reprodutores removidos e plantas com
orgaos reprodutores intactos.

Durante o desenvolvimento das plantas, ha uma competicao por
nutrientes entre os 6rgaos vegetativos e reprodutivos. Flores e frutos sao

poderosos drenos de sais minerais, acucares e aminoacidos, e acumulam
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grandes quantidades dessas substancias, o que resulta em decréscimo na
quantidade presente nas folhas. Os mecanismos pelo quais os frutos podem
desviar nutrientes do interior das folhas ainda ndo estdo completamente
esclarecidos, mas alguns hormdnios, especialmente citocininas e acido
abscisico devem estar envolvidos (Noodén et al, 1990; Zacarias e Reid,
1990).

A senescéncia foliar é usualmente correlacionada com o decréscimo
de citocininas nas folhas (Noodén et al, 1997). As citocininas vindas da raiz
via xilema sdo conhecidas por retardar a senescéncia foliar e seu declinio
pode ser importante na senescéncia das folhas de soja. As vagens reduzem
a producdo desse hormdbnio nas raizes, nos primeiros estadios de
desenvolvimento e esse decréscimo € requerido para a senescéncia
monocarpica em soja. Dessa forma, a remogao continua das vagens causa
um aumento dos niveis de citocinina na seiva xilematica, os quais retardam
a senescéncia foliar (Noodén et al, 1990). Em contraste, acido abscisico é
considerado um promotor da senescéncia foliar (Tadas et al, 1999),
funcionando como sinalizador do transporte de assimilados para sementes e

frutos em desenvolvimento (Yang et al, 1999).

4.2 Teores de clorofilas e de carotendides

Os teores de clorofilas a, b e carotendides no 4° trifélio das plantas
apresentaram variacbes semelhantes, mas dependentes do tipo de
tratamento (Figuras 2, 3 e 4, respectivamente). Os teores destes pigmentos
aumentaram significantemente nos dois tratamentos nas fases iniciais do
ciclo, porém nas plantas com 6rgéos reprodutores intactos observou-se
queda drastica e significativa apés a formagéo de vagens (iniciada aos 50
dias de idade) e inicio de enchimento dos grdos. Nas plantas com érgaos
reprodutores removidos, que n&o passaram por essas fases, os teores de
clorofilas a e b tenderam a permanecer estaveis, proximos aos valores
maximos (cerca de 20 ug cm para clorofila a e de 8 Mg cm para clorofila b)
até o fim do acompanhamento das plantas. Os teores de carotendides totais

apresentaram leve tendéncia de decréscimo nas plantas com flores
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removidas, ao contrario das outras, nas quais os niveis de carotendides
cairam para abaixo de 0,5 pg cm™ ao final do ciclo. Os niveis maximos de
carotendides alcangados foram de aproximadamente 4 ug cm?, em ambos
os tratamentos, por volta do 50° ao 70° dia.

Além disso, o pico maximo de clorofilas a e b nas plantas com érgaos
reprodutores removidos foi por volta dos 85 dias de idade, quando as plantas
com orgaos reprodutores intactos apresentaram queda drastica nestes
pigmentos. Em plantas de soja desfloradas continuamente, Wittenbach

(1982) observou o0 mesmo resultado apds quatro semanas.

= T

o T2

Y =2,23399+0,64216*** X-0,00596*** X° R®=0,9169
Y =8,40429+0,2917** X-0,0018* X R’ =0,4771

25+

20

=
(&)
|

Clorofila a (ug cm™)
S
|
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0 20 40 60 80 100

Dias apds a germinagao

Figura 2 — Teores de clorofila a no 4° trifdlio de soja, Glycine max, variedade
MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com o6rgaos reprodutores
intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2). Niveis de
significancia: *: 0,05 > p =2 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

Os niveis de clorofila a sempre se mantiveram acima dos niveis de
clorofila b ao longo do desenvolvimento (Figuras 2 e 3), resultado também

obtido por Jiang et al (2006). Em plantas “desfloradas”, Crafts-Brandner e
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Egli (1987) observaram declinio mais lento nos niveis de clorofilas, o que
resultou na manutencado das folhas verdes, mesmo apds a abscisao foliar

dos controles.

= T1

o T2

Y =-1,764+0,304*** X-0,002*** X*  R®=0,6230
Y =-2,169+0,236*** X-0,001*** X* R®=0,6255
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Figura 3 — Teores de clorofila b no 4° trifélio de soja, Glycine max, variedade
MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com 6érgaos reprodutores
intactos (T1) e plantas com orgaos reprodutores removidos (T2). Niveis de
significancia: *: 0,05 > p =2 0,01; **: 0,01 > p =2 0,001; ***: p < 0,001.

Alguns autores sugerem que redugdes nas concentragdes de
clorofilas podem estar associadas a processos fotooxidativos (Krause, 1988)
ou a alteragbes na organizacdo dos fotossistemas, servindo como
fotoprotegao (Ottander et al, 1995; Elvira et al, 1998; Kranner et al, 2002).
Essa queda pode estar associada a maior destruicdo de pigmentos para
realocagao de nutrientes, como carbono, nitrogénio e magnésio, que
compdem a estrutura da clorofila, para o gréao (Hayati et al, 1995), ja que as
plantas senescendo normalmente tiveram maiores quedas que as plantas

desfloradas.

29



Os teores de carotendides cairam significativamente a partir da fase
de enchimento de gréos (64 dias) em plantas senescendo normalmente,
enquanto que no outro grupo de plantas (Figura 4) houve apenas ligeira
queda, permanecendo em torno de 3 ug cm?. Além de sua funcdo de
pigmentos acessoérios na captacao de luz, os carotendides funcionam como
fotoprotetores, dissipando a energia armazenada, pela transferéncia de
excitacado (Biswal, 1995). Se tal energia ndo for dissipada, pode ocorrer a
formagao de oxigénio singleto (O2) e outras espécies reativas de oxigénio
(Asada, 1999). Portanto, essa queda nos teores de carotendides em plantas
com orgaos reprodutores intactos € uma evidéncia do estresse oxidativo
relacionado com o processo de senescéncia e com a possivel destruicdo do
aparato fotossintético (Jiang et al, 2005).

O decréscimo nos teores de clorofilas e carotendides durante a
senescéncia de folhas de soja também foi observado por Fu et al (2000),
visto ser uma das principais manifestacbes da senescéncia foliar resultante

do declinio na raz&o sintese/degradagéo de pigmentos (Lu et al, 2001).
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Figura 4 — Teores de carotendides no 4° trifdlio de soja, Glycine max, variedade
MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com o6rgaos reprodutores
intactos (T1) e plantas com o6rgaos reprodutores removidos (T2). Niveis de
significancia: *: 0,05 > p =2 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

Em relacédo a razao clorofila a/b (Figura 5), em plantas com 6rgaos
reprodutores intactos foi observada queda linear desde o inicio das coletas
até o final do ciclo, quando essa razado atingiu valor de 1,8. Em plantas com
orgaos reprodutores removidos, essa queda aconteceu de forma
aproximadamente linear até por volta de 85 dias de idade, seguida de
tendéncia de estabilizagdo até o fim do experimento, com valores finais em
torno de 2,3. Estes dados confirmam a observacdo visual de que a
senescéncia do quarto trifélio foi retardada pela remocao de flores,
resultando em redugcao na degradacao de clorofila a, que foi mais elevada

nas plantas com flores intactas.
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Tang et al (2005) observaram queda na razao clorofila a/b durante a
senescéncia foliar de arroz e Camp et al (1982) observaram o mesmo em
trigo.

Quando a absorgdo de luz pelos pigmentos torna-se excedente a
capacidade de uso para producdo de NADPH e ATP (para sintese de
carboidratos), a fotossintese é progressivamente inibida, ocorrendo
destruicdo dos pigmentos, quando a condi¢gdo adversa se prolonga. Diversos
agentes estressores (bidticos e abidticos) diminuem a concentragdo de
clorofila a nos tecidos fotossintéticos, tanto pelo aumento da degradagao

quanto pela inibicao da biossintese (Gan, 2007).

= T1
o T2
Y =4,110-0,021** X R®=0,4875
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Figura 5 — Razao clorofila a/b no 4° trifélio de soja, Glycine max, variedade MG/BR
46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com 6rgéos reprodutores intactos
(T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2). Niveis de significancia: *:
0,05>p 20,01; **: 0,01 > p 20,001; ***: p < 0,001.
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4.3 Trocas Gasosas

As maiores taxas de assimilagao liquida de carbono (A) no 4° trifélio
(Figura 6) ocorreram entre os 29 e 50 dias de idade, nos dois tratamentos,
que corresponde ao periodo apds a expansao completa do 5° trifélio até
inicio da formacdo de vagens nas plantas intactas. Nas plantas controle
(6rgaos reprodutores intactos) houve queda muito acentuada em A a partir
do 43° dia, chegando a valores inferiores a 1,5 pymol m? s™. Nas plantas com
orgaos reprodutores intactos, foram mantidos valores finais mais elevados
(em torno de 6,0 ymol m s'1) de A, ao final do experimento. A maior queda
da fotossintese em plantas senescendo €, possivelmente, consequéncia da
queda dos teores de pigmentos presentes nos cloroplastos (Figuras 2, 3 e 4)
e na condutancia estomatica (Figura 7).

Nos dois tratamentos, a maior capacidade de assimilagdo de CO, foi
apresentada na fase de inicio do florescimento, devido a funcionalidade
plena do aparato fotossintético. Essa capacidade se perdeu ao longo do
desenvolvimento, semelhante ao observado por Jiang et al, 2005. Essa
resposta também foi observada em folhas de trevo branco (Yoo et al, 2003)
e arroz (Tang et al, 2005). Em plantas de soja com o6rgdos reprodutores
removidos o declinio menos acentuado nos valores de A foi observado
também por Lenz et al (1973), Thorne et al (1974), Mondal et al (1978),
Wittenbach (1982) e Fu et al (2000). Um detalhe importante € que folhas de
algumas espécies anuais exibem um progressivo declinio na razao
fotossintética depois da expanséao total das folhas (Woolhouse, 1967; Jiang
et al, 1993). Isso justifica a menor, mas presente queda na fotossintese,

mesmo no 4° trifolio de plantas com 6rgaos reprodutores removidos.
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Figura 6 — Taxas de assimilagdo liquida de carbono (A) no 4° trifélio de soja,
Glycine max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com
orgaos reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgéaos reprodutores removidos
(T2). Niveis de significancia: *: 0,05 > p 2 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

A queda na condutancia estomatica (gs) foi constante nas plantas
intactas, até valores préximos de 0,05 mol m? s, enquanto que nas plantas
desfloradas, apds queda semelhante até cerca do 85° dia de idade, ocorreu
tendéncia & estabilizacdo em valores em torno de 0,15 mol m? s nas
ultimas coletas (Figura 7).

As razdes entre as concentragdes interna e externa de CO, (Ci/Ca)
variaram inicialmente de modo similar no 4° trifélio das plantas dos dois
tratamentos, com ligeiro decréscimo entre 22 e 57 dias de idade (valores
proximos a 0,77). A partir de entdo, a razdo Ci/Ca voltou a aumentar
ligeiramente nas plantas com flores intactas (chegando a quase 0,9) e

permaneceu constante naquelas que tiveram suas flores removidas.
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Figura 7 — Condutancia estomatica (gs) no 4° trifélio de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com o&rgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p =2 0,01; **: 0,01 > p = 0,001; ***: p < 0,001.

O presente trabalho foi realizado num periodo de transicdo de
estacées. O inicio, em fevereiro, foi caracterizado por chuva e calor,
condicdo bem diferente da encontrada nas etapas finais do trabalho, em
maio/junho, época com baixa umidade relativa do ar e inicio de frio. Tais
alteragdes ambientais podem justificar as quedas em A e gs, mesmo nas
plantas com 6rgaos reprodutores removidos. Nos dois casos, as redugdes
na condutancia estomatica contribuiram para as quedas na atividade

fotossintética, além das reducdes nos teores de clorofila.
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Figura 8 — Razao entre a concentragao interna e ambiente de CO, (Ci/Ca) no 4°
trifdlio de soja, Glycine max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento,
em plantas com 6&rgdos reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos
reprodutores removidos (T2). Niveis de significancia: *: 0,05 > p 2 0,01; **: 0,01 > p
>0,001; ***: p < 0,001.

Quando ha alta atividade fotossintética, a quantidade interna de gas
carbdnico tende a diminuir, pois o mesmo esta sendo incorporado e, dessa
forma, ha uma tendéncia de se promover maior abertura estomatica, levando
a maior condutancia estomatica (Farquhar e Sharkey, 1982). Nas plantas
com o6rgaos reprodutores intactos, cuja fotossintese teve queda significativa,

houve decréscimo acentuado em gs, levando ao aumento de CO; interno.

4.4 Danos celulares
4.4.1 Peroxidacao de lipidios

No 4° trifdlio das plantas intactas, os teores de aldeido maldnico
(MDA) decresceram lenta e progressivamente dos 43 dias até o final do seu

ciclo vital (Figura 9), mantendo valores em torno de 55 nmol g~ MF.
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Entretanto, nas plantas que tiveram as flores removidas, houve constante
aumento, atingindo valores em torno de 160 nmol g MF, cerca de trés
vezes superiores ao minimo, proximo aos 100 dias de idade. Aumento
semelhante também foi visualizado por Srivalli e Khanna-Chopra (2004), em
plantas de trigo com espiga removida.

A peroxidacéo de lipidios gera o aldeido malénico (MDA), que € um
produto da decomposi¢cdo de acidos graxos das biomembranas e é uma
forma de atestar a presenga de radicais livres. (Lin e Kao, 2000; Munné-
Bosch et al, 2002). Prochazkova et al (2001) detectaram, em folhas de milho,
aumento na peroxidacao de lipideos, assim como ocorreu em folhas de arroz
com senescéncia promovida por alagamento (Lin et al, 2000).

A elevagao nos teores de MDA, indicativo de danos as membranas,
observada nos ftrifdlios de plantas que tiveram suas flores removidas é
aparentemente contraria as expectativas. Essas plantas apresentaram
elevada atividade fotossintética, que requer integridade de membranas em

geral, ao contrario das intactas.
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Figura 9 — Concentragbes de aldeido maldnico no 4° trifélio de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com 6érgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com o6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p = 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

4.4.2 Extravazamento de Eletroélitos

O extravazamento de eletrélitos no 4° trifélio de plantas intactas
apresentou ligeira queda até cerca dos 60 dias de idade, seguida de
aumento até o final do experimento, quando valores proximos a 7,5% de
extravazamento foram atingidos (Figura 10). Nas plantas com 6érgéaos
reprodutores removidos também houve queda, que persistiu até cerca de 90
dias de idade, com tendéncia de estabilizacido do extravazamento até o final
do experimento, mantendo valores finais médios de 4,7%.

Durante a senescéncia, ocorrem alteracbes na permeabilidade das
membranas e a redugao da capacidade de retencao de solutos (Ferguson et

al, 1973; Prochazkova et al., 2001). Os maiores indices de extravazamento
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de eletrolitos refletem essa maior permeabilidade, fato também ligado ao
estresse oxidativo (Prochazkova et al, 2001). Em plantas senescendo
normalmente, o grande percentual de extravazamento de eletrélitos néo
coincide com as baixas concentragdes de MDA (Figura 9). Em plantas
desfloradas, também ha contradicdo, sendo que o baixo percentual de

extravazamento ndo condiz com altas concentragdes de MDA.
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Figura 10 — Percentagens de extravazamento de eletrdlitos no 4° trifdlio de soja,
Glycine max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com
6rgaos reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos
(T2). Niveis de significancia: *: 0,05 >p = 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

4.5 Peroxido de Hidrogénio
No 4° trifdlio das plantas com érgéos reprodutores intactos, os teores

de perdxido de hidrogénio (H20O2) aumentaram em cerca de 50%, tendo seu

pico de 67 pmol g'1 MF entre os 64° e 78° dias, seguido de queda com o
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inicio do amadurecimento de graos (Figura 11). Ja em plantas com 6rgaos
reprodutores removidos, os teores de perdéxido de hidrogénio aumentaram
desde o inicio das avaliagdes, atingindo valores maximos (por volta de 180
pmol g'1 MF) ao final das avaliagdes. Ressalta-se que, neste caso, os teores
de H;O, chegaram a ser cerca de trés vezes superiores aos valores
encontrados no pico observado para plantas intactas.

A remocéao de H20O, depende de um sincronismo elevado de todas as
enzimas antioxidativas (Jiang et al, 2005). Provavelmente, a diminuicdo nos
teores de H,O, observada nos estadios finais das plantas senescendo
normalmente deve-se ao aumento das atividades das enzimas responsaveis
pela eliminagdo de H,0O, tais como APX e POX. Os niveis de EROs estéo
sob controles enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo que o aumento de
determinado intermediario (como o peréxido de hidrogénio, por exemplo)
pode resultar no aumento da atividade de alguma enzima ou de algum
metabdlito, como o ascorbato (Dipierro et al, 2005). Tal aumento na
atividade enzimatica pode promover a queda na concentracdo desse
intermediario e de outras EROs. Os presentes dados sao contrastantes com
os obtidos por Prochazkova et al (2001), que trabalhando com folhas de
milho, observaram aumento nos teores de peréxido de hidrogénio durante a

senescéncia.
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Figura 11 — Teores de perdxido de hidrogénio no 4° trifdlio de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com o&rgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p = 0,01; **: 0,01 > p = 0,001; ***: p < 0,001.

Os elevados teores de H>O, sdo indicativos de estresse oxidativo, ao
contrario do que se observou nas folhas das plantas-controle, cujos niveis se
mantiveram mais baixos que as plantas desfloradas. Os trifdlios das plantas
com orgaos reprodutores removidos, por sua vez, apresentaram elevados
teores de peroxido de hidrogénio, mas mantiveram normal sua atividade

fotossintética, além de baixo extravazamento de eletrdlitos.

4.6 Atividades Enzimaticas

Em plantas intactas, a atividade da SOD apresentou queda inicial,

com pequena estabilidade apdés os 64 dias de idade, mantendo valores
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préximos a 7,0 U SOD mg™ proteina (Figura 12). Esse resultado esta de
acordo com os baixos teores de peroxido de hidrogénio nesse tratamento
(Figura 11), pois seus niveis se mantiveram baixos, até o final do
experimento. Além disso, nos 4°° trifélios dessas plantas, as enzimas que
catalisam a degradagao dessa espécie reativa tiveram suas atividades em
altos niveis (dados mostrados a seguir), 0 que deve ter colaborado para
manter baixa a concentrag&o de perdxido de hidrogénio.

Nas plantas com 6rgaos reprodutores removidos, a SOD apresentou
queda na atividade até os 64° dias (Figura 12), sendo que as maiores
concentragcdes de peroxido de hidrogénio foram encontradas aos 70 dias de
idade (Figura 11). Além disso, os valores maximos de H,O, (180 pmol g™
MF) nessas plantas ocorreram por volta dos 92 dias de idade, momento no
qual a atividade da SOD se elevou novamente, até atingir valores cerca de

15 vezes superiores aos iniciais.
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Figura 12 — Atividade da dismutase do superéxido (SOD) no 4° trifélio de soja,
Glycine max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com
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orgaos reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgéos reprodutores removidos
(T2). Niveis de significancia: *: 0,05 > p 2 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

A atividade da catalase no 4° trifélio das plantas, nos dois
tratamentos, caiu acentuada e progressivamente ao longo de todo o
desenvolvimento, atingindo valores trés vezes menores que Os iniciais
(Figura 13) e concluindo com tendéncia de estabilizagdo ao final do
experimento. Esse decréscimo, também obtido por Fu et al (2000), € um dos
fatores que podem contribuir para o acumulo de peréxido de hidrogénio nas
plantas com o6rgaos reprodutores removidos (Figura 11), indicando que a
enzima néao teve atividade suficiente para a decomposicdo do H,O, nessas
plantas, ou sua atuagdo nao esteve relacionada com a senescéncia. O
balango entre as atividades de SOD e APX ou CAT nas células é crucial
para determinar o nivel de “steady-state” de perdxido de hidrogénio (Mittler,
2002).

O elevado estresse também pode inibir a sintese da enzima ou levar a
uma mudanga na montagem das suas subunidades (MacRae and
Fergusam, 1985; Somashekaraiah et al, 1992), o que pode explicar o
declinio em sua atividade. Essa resposta também foi relatada em trabalho
com Arabidopsis thaliana, por Jung, 2004. Mizuno et al (1998) acreditam que
a protecdo das plantas contra o acumulo de perdoxido vem de uma agao
conjunta das CATs com as APXs. As diferentes afinidades da APX e CAT
pelo H,O, sugerem que a peroxidase do ascorbato € responsavel pela fina
modulagao de sinalizagao da espécie reativa, enquanto a catalase remove o
excesso durante o estresse (Mittler, 2002). As plantas-controle podem ter
apresentado essa resposta, o que explica o decréscimo da atividade da
catalase, visto que também houve decréscimo nas concentracbes de

peroxido de hidrogénio.
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Figura 13 — Atividade da catalase (CAT) no 4° trifélio de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com 6érgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com o6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p = 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

As atividades de peroxidases totais (Figura 14) e peroxidase do
ascorbato (Figura 15) apresentaram respostas semelhantes nos 4°° trifélios
das plantas-controle. Ambas tiveram queda em suas atividades no inicio da
floragdo, seguidas de aumento acentuado apés o amadurecimento de graos
e inicio do processo de senescéncia. Fu et al (2000) também obtiveram esse
tipo de resposta em soja e sugerem que a queda nas concentragdes de
peréxido de hidrogénio pode ser devida a alta capacidade de POX e APX de
catalisar a degradagao de perdxido de hidrogénio. O mesmo nao aconteceu
nas plantas com o6rgdos reprodutores removidos, cujas atividades
enzimaticas se mantiveram em baixos niveis, inclusive com ligeira e
progressiva queda, no caso da POX (chegando a valores abaixo de 20 pmol
min™" mg™ proteina). Tais quedas podem justificar o acentuado aumento nos

niveis de H,O2 nas plantas que tiveram suas flores removidas.
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Figura 14 — Atividade da peroxidase (POX) no 4° trifélio de soja, Glycine max,
variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com 6érgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p = 0,01; **: 0,01 > p = 0,001; ***: p < 0,001.

O 4° trifdlio das plantas com 6rgaos reprodutores removidos néo
apresentou variagbes significativas nas atividades da APX, que se
mantiveram sempre muito baixas ao longo do desenvolvimento, com valores
nao variando muito de 750 nmol min™ mg'1 proteina (Figura 15). As plantas
com orgaos reprodutores intactos tiveram uma ligeira queda inicial seguida
por forte elevagdo em seus niveis, com o amadurecimento de graos e inicio
da senescéncia (chegando a valores até onze vezes maiores que os das
plantas desfloradas). Resposta semelhante também foi encontrada em soja
exposta ao inseticida Deltamethrin (Bashir et al, 2007), onde o aumento em
sua atividade foi considerado indicativo de que APX atua para eliminar as

especies reativas de oxigénio produzidas em condi¢des de estresse.
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Figura 15 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) no 4° trifélio de soja,
Glycine max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com
orgaos reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgéos reprodutores removidos
(T2). Niveis de significancia: *: 0,05 > p 2 0,01; **: 0,01 > p 2 0,001; ***: p < 0,001.

Segundo Lin & Kao (2000) e Alscher et al (2002), as SODs tém papel
importante e primario na reducao da peroxidacao de lipidios, preservando o
metabolismo celular contra acdo dos radicais superoxidos (O2), uma vez
que as dismutases do superdxido catalisam a dismutacdo do &anion
superoéxido (Oy’), formando perdxido de hidrogénio (H203) (Giannopolitis et
al, 1977).

No entanto, a eliminacdo de radicais superdoxido pode nao ser

completa, e parte de suas moléculas é utilizada como substrato para originar
o radical hidroxila (HO' ), juntamente com peroxido de hidrogénio (H20,)

(Scandalios, 1993). As peroxidases e as catalases estdo entre as enzimas
que destroem o H,0O, (Asada et al, 1987).
A redutase da glutationa teve sua atividade elevada intensamente da

fase de formacéo de vagens a de enchimento de graos, dos 50 a 85 dias de
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idade (Figura 16), nos 4° trifolios das plantas nos dois tratamentos,
atingindo valores préximos entre si (média de 29 nmol min”' mg™ proteina).
Em plantas com 6rgaos reprodutores intactos, esse aumento pode estar
relacionado as concentragdes de perdxido de hidrogénio, que decresceram a
partir do 64° dia de idade. Em seguida, a atividade de GR decresceu
drasticamente ao final do experimento, mantendo atividade nas plantas
desfloradas pouco menor a das plantas que senesciam normalmente. Os
dois tipos de plantas apresentaram o mesmo padrdao de atividade, o que
podem indicar que essa enzima, assim como a catalase, nao esteve

envolvida no processo de senescéncia.
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Figura 16 — Atividade da redutase da glutationa (GR) no 4° trifélio de soja, Glycine
max, variedade MG/BR 46, ao longo do desenvolvimento, em plantas com érgaos
reprodutores intactos (T1) e plantas com 6rgaos reprodutores removidos (T2).
Niveis de significancia: *: 0,05 > p =2 0,01; **: 0,01 > p = 0,001; ***: p < 0,001.

As GRs também atuam removendo o excesso de peroxido de
hidrogénio (H20;). Sdo enzimas dependentes de NAD(P)H, que catalisam a

reducdo da glutationa oxidada (GSSG) em duas moléculas de glutationa
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reduzida (GSH) (Calberg e Mannervik, 1985). Sdo componentes do ciclo
ascorbato-glutationa, participando juntamente com as APXs, redutase do
desidroascorbato (DHAR) e redutase do monodesidroascorbato (MDHAR)
na remogao do excesso de H,;O, e outras espécies reativas de oxigénio
(Foyer et al, 1997; Mittler, 2002). Além disso, a atividade da redutase da
glutationa pode compensar os baixos niveis de catalase (Figura 13) e de
peroxidase do ascorbato (Figura 15) em plantas com 6rgdos reprodutores

removidos.
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5 — CONCLUSOES

As folhas das plantas com o6rgdos reprodutores intactos avaliadas
apresentaram perda de pigmentos, queda na atividade fotossintética, danos
celulares e estresse oxidativo, chegando a senescéncia do organismo como
um todo. De forma contraria, as folhas das plantas com 6rgaos reprodutores
removidos mantiveram suas fungdes fisioldgicas proximas ao normal até o
fim do experimento.

As plantas intactas chegaram a senescéncia, com queda nas
atividades fotossintéticas, que ndo foram acompanhadas por aumento na
peroxidagao de lipidios nem na producéo de H,O,. Esses resultados indicam
gue a senescéncia deste grupo de plantas nao deve ter sido causada e/ou
acompanhada por estresse oxidativo.

Nas plantas desfloradas, apesar da intensa producdo de H;0O,, as
atividades das enzimas antioxidantes se mantiveram baixas. Nestas plantas,
a remogao dos orgaos reprodutores pode ter levado a estresse oxidativo. No
entanto, tal estresse ndo resultou em senescéncia foliar, ja que essas
plantas mantiveram suas folhas verdes e fotossinteticamente ativas até o

final do experimento.
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APENDICES

Tabela 1: Teores de pigmentos ao longo do desenvolvimento de folhas de soja,
variedade MG/BR 46, nos diferentes tratamentos: T1 (plantas com érgaos
reprodutores intactos) e T2 (plantas com 6rgaos reprodutores removidos).

Clorofila a Clorofila b Razao Chla/Chib Carotendides
Coletas Dias T T2 T T2 T T2 T T2
1 22 12,499 13,505 2,889 3,778 4,450 3,658 2,994 3,319
2 29 17,720 15,440 6,813 2,612 2,618 6,107 3,551 4,009
3 36 18,230 19,142 5,428 5,010 3,384 3,878 3,961 4,539
4 43 17,707 16,178 6,680 3,764 2,664 4,376 3,814 3,760
5 50 20,121 17,789 7,314 7,827 2,751 2,261 4,152 3,497
6 57 19,250 19,941 6,881 6,760 2,834 2,962 4,319 4,245
7 64 16,589 17,479 4,278 4,819 3,952 3,681 3,831 4,074
8 70 16,600 17,013 7,716 8,703 2,180 1,951 3,436 3,780
9 78 16,113 24,051 5,933 8,328 2,709 2,904 3,318 4,640
10 85 16,095 23,133 8,839 12,145 2,117 2,170 3,793 5,319
11 92 12,718 18,510 5,300 8,404 2,415 2,211 2,999 3,021
12 99 8,156 20,428 3,263 9,112 2,510 2,271 2,109 4,265
13 103 5,955 17,235 2,787 7,004 2,213 2,454 1,433 3,020
14 106 0,285 19,679 0,479 7,670 0,741 2,553 0,331 3,720

Tabela 2: Taxas de trocas gasosas ao longo do desenvolvimento de folhas de
soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes tratamentos: T1 (plantas com 6rgaos
reprodutores intactos) e T2 (plantas com 6rgaos reprodutores removidos).

A gs Ci/Ca
Coleta Dia T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 22 13,56 13,35 0,439 0,418 0,82 0,82
2 29 17,10 17,17 0,476 0,456 0,79 0,78
3 36 15,12 15,37 0,347 0,339 0,77 0,75
4 43 14,00 14,81 0,195 0,214 0,72 0,72
5 50 16,53 15,66 0,347 0,359 0,76 0,78
6 57 12,35 14,11 0,200 0,231 0,68 0,66
7 64 15,05 16,33 0,363 0,360 0,77 0,75
8 70 10,25 10,72 0,102 0,106 0,60 0,55
9 78 9,31 7,71 0,181 0,103 0,70 0,60
10 85 6,49 6,89 0,182 0,119 0,82 0,70
11 92 5,79 9,99 0,140 0,205 0,79 0,75
12 99 4,38 8,90 0,119 0,134 0,81 0,67
13 103 1,24 6,40 0,050 0,137 0,80 0,60
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Tabela 3: Atividades de Catalase (umoles.min™.mg™ ptn), Ascorbato Peroxidase
(nmoles.min”".mg” ptn) e Peroxidase (umoles.min".mg” ptn) ao longo do
desenvolvimento de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes
tratamentos: T1 (plantas com érgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com
orgaos reprodutores removidos).

CAT APX POX
Coletas Datas T1 T2 T1 T2 T1 T2
4 43 365,160 384,432 634,303 738,987 27,297 29,901
5 50 396,707 320,765 846,211 600,263 35,112 31,497
6 57 320,741 271,201 896,814 673,751 29,776 26,060
7 64 202,142 232,421 863,745 615,121 24,988 23,028
8 70 216,921 238,278 557,725 698,573 23,733 19,716
9 78 220,617 183,217 790,180 896,127 31,272 31,399
10 85 137,582 81,510 481,008 468,051 19,640 16,405
11 92 135,350 119,979 987,721 716,765 27,082 20,199
12 99 94,154 93,081 857,992 421,368 25,332 21,942
13 103 160,893 99,795 1642,256 1062,129 34,664 18,117
14 106 108,537 101,917 5489,233 621,517 109,095 14,170

Tabela 4: Atividades de Superoxido Dismutase (U SOD.min".mg’ ptn) e
Glutationa Redutase  (nmolesNADPH.min".mg" ptn) ao longo do
desenvolvimento de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes
tratamentos: T1 (plantas com érgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com
6rgaos reprodutores removidos).

SOD GR
Coletas Datas T1 T2 T1 T2
4 43 18,966 4,085 7,298 6,626
5 50 12,221 15,492 7,380 7,779
6 57 10,940 14,890 5,580 3,601
7 64 6,070 9,307 10,040 9,979
8 70 7,465 4,848 29,210 31,082
9 78 5,615 4,890 29,294 27,204
10 85 4,912 6,774 31,473 27,882
11 92 8,442 13,746 23,031 24,408
12 99 6,858 13,262 21,314 15,268
13 103 6,140 21,797 18,788 11,723
14 106 6,950 62,222 17,907 9,313
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Tabela 5: Teores de Ascorbato (umoles.mg” MF) ao longo do desenvolvimento
de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes tratamentos: T1 (plantas
com o6rgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com 6rgaos reprodutores
removidos).

ASC
Coletas Datas T1 T2
4 43 409,559 454,837
5 50 338,457 194,643
6 57 236,969 264,422
7 64 338,573 285,468
8 70 353,091 281,021
9 78 312,058 392,665
10 85 519,168 498,627
11 92 561,196 595,991
12 99 722,807 573,014
13 103 643,629 522,625
14 106 522,115 611,322

Tabela 6: Teores de Peréxido de Hidrogénio (umoles.g” MF) ao longo do
desenvolvimento de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes
tratamentos: T1 (plantas com érgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com
orgéos reprodutores removidos).

H202
Coletas Datas T1 T2
4 43 39,265 55,969
5 50 51,698 34,032
6 57 58,625 45,799
7 64 48,503 55,032
8 70 55,973 85,229
9 78 67,425 115,639
10 85 63,625 186,023
11 92 43,722 181,035
12 99 72,900 164,242
13 103 38,085 147,913
14 106 4,448 141,770
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Tabela 7: Concentracdo de Aldeido Maldnico (nmoles.g”’ MF) ao longo do
desenvolvimento de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes
tratamentos: T1 (plantas com érgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com
6rgaos reprodutores removidos).

MDA
Coletas Datas T1 T2
4 43 80,814 81,268
5 50 57,161 79,468
6 57 66,532 61,110
7 64 52,194 57,059
8 70 49,369 70,539
9 78 71,024 127,622
10 85 76,376 161,909
11 92 46,891 144,633
12 99 46,904 176,835
13 103 51,910 151,178
14 106 64,984 147,191

Tabela 8: Concentragdo de Extravazamento de Eletrdlitos (%) ao longo do
desenvolvimento de folhas de soja, variedade MG/BR 46, nos diferentes
tratamentos: T1 (plantas com érgaos reprodutores intactos) e T2 (plantas com
orgéos reprodutores removidos).

Extravazamento

Coletas Datas T1 T2
4 43 5,646 6,443
5 50 4,841 5,396
6 57 3,798 4,336
7 64 5,318 5,163
8 70 4,390 5,032
9 78 4,778 4,212
10 85 5,023 4,734
11 92 8,106 5,332
12 99 6,947 4,761
13 103 6,821 4,298
14 106 6,621 4,894
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