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Resumo 

 
A salinidade é um dos principais fatores limitantes na produção da soja. O conhecimento 

dos mecanismos bioquímicos e genéticos regulados no estresse salino é fundamental para o 

desenvolvimento de estratégias que objetivam a obtenção de genótipos mais tolerantes. 

Nesse estudo, com base numa seleção preliminar, dois genótipos de soja foram 

comparados quanto aos efeitos da salinidade nas respostas do metabolismo antioxidante e 

no crescimento. Os experimentos foram conduzidos em sistema hidropônico, consistindo 

de um screening envolvendo os genótipos BRS 511, BRS 232 e Desafio RR, submetidos a 

0 e 100  mM de NaCl; e um segundo experimento, no qual os genótipos BRS 232 e 

Desafio RR foram submetidos a 0, 75 e 150 mM de NaCl. Após 7 dias de exposição ao 

estresse salino, peroxidação lipídica, atividade da superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), o perfil de expressão por RT-qPCR dos genes alternative oxidase (AOX) e 

thioredoxina (TRX), massa seca, pigmentos fotossintéticos, crescimento e acúmulo de Na e 

K foram avaliados. Inicialmente, selecionamos os genótipos contrastantes (BRS 232 e 

Desafio RR) com base no crescimento e acúmulo de Na e K nas folhas e raízes. Plantas do 

genótipo BRS 232 tiveram o crescimento prejudicado e acumularam mais Na em 100 mM 

de NaCl. Plantas do genótipo Desafio RR (tolerante) com 150 mM de NaCl tiveram o 

crescimento menos afetado, o que pode ser atribuído as alterações de respostas 

antioxidantes, como o aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e a expressão positiva 

dos genes AOX e TRX. Os resultados indicam que o entendimento do controle do estresse 

oxidativo por mecanismos antioxidantes, pode ser fundamental para a seleção e o 

desenvolvimento de genótipos de soja mais tolerantes ao estresse salino. 

 

Palavras-chave: Metabolismo antioxidante, tolerância, ERO, RT-qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Salinity is one of the main limiting factors in soybean production. The knowledge of the 

biochemical and genetic mechanisms regulated in saline stress is essential for the 

development of strategies that aim to obtain more tolerant genotypes. In this study, based 

on a preliminary selection, two soybean genotypes were compared regarding the effects of 

salinity on the responses of antioxidant metabolism and growth. The experiments were 

conducted in a hydroponic system, consisting of a screening involving the genotypes BRS 

511, BRS 232 and Desafio RR, submitted to 0 and 100 mM NaCl; and a second 

experiment, in which the BRS 232 and Desafio RR genotypes were subjected to 0, 75 and 

150 mM NaCl. After 7 days of exposure to salt stress, lipid peroxidation, superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT) activity, the RT-qPCR expression profile of the 

alternative oxidase (AOX) and thioredoxin (TRX) genes, dry matter, pigments 

photosynthetic, growth and accumulation of Na and K were evaluated. Initially, we 

selected the contrasting genotypes (BRS 232 and Desafio RR) based on the growth and 

accumulation of Na and K in the leaves and roots. Plants of the BRS 232 genotype had 

impaired growth and accumulated more Na in 100 mM NaCl. Plants of the Desafio RR 

genotype (tolerant) with 150 mM NaCl had less affected growth, which can be attributed to 

changes in antioxidant responses, such as increased activity of the enzymes SOD, CAT and 

the positive expression of the AOX and TRX genes. The results indicate that the 

understanding of the control of oxidative stress by antioxidant mechanisms, may be 

fundamental for the selection and development of soybean genotypes more tolerant to salt 

stress. 

Keywords: Antioxidant metabolism, tolerance, ROS, RT-qPCR 
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1. INTRODUÇÃO 

O cultivo da soja (Glycine max L.) tem grande importância na economia mundial, 

devido a sua alta demanda como fonte de proteína na alimentação e na produção de óleo 

vegetal e biocombustíveis. Em 2018, a produção mundial total de soja foi de 348,7 milhões 

de toneladas, sendo o Brasil um dos maiores produtores com 117,8 milhões de toneladas 

(FAOSTAT, 2020). No Brasil, a comercialização da soja é a atividade econômica de maior 

crescimento, e as exportações para china tornaram-se uma importante fonte de reservas 

cambiais e de crescimento econômico (GIRAUDO, 2019). 

A demanda pelo cultivo de soja e o seu aumento dos negócios comerciais estão 

diretamente relacionada à expansão de áreas cultiváveis. No entanto, determinados fatores 

ambientais podem limitar essa expansão. A salinidade do solo é um dos principais fatores 

abióticos que limitam a produtividade das culturas. E sendo um problema que atinge 20% 

das terras irrigadas em todo o mundo, os danos provocados pelo estresse salino podem 

causar perdas econômicas anuais de até US $ 27,3 bilhões (QADIR et al., 2014). As 

plantas de soja pertencem ao grupo das culturas menos tolerantes à salinidade do solo. Por 

ser sensível ao estresse salino a sua produção pode sofrer reduções de até 40% em regiões 

salinas (YASMIN et al., 2020). 

O estresse por salinidade prejudica o desenvolvimento e produtividade das plantas, 

ao induzir o estresse osmótico e o estresse iônico que inibem a captação de água e 

nutrientes pelas raízes, a germinação, a fotossíntese, induz danos celulares e metabólicos. 

Os íons Na+ e Cl- em excesso afetam negativamente o metabolismo e induzem a toxicidade 

nas plantas. Nutrientes essenciais também sofrem influências na sua absorção devido a 

concentração de sal, elementos como cálcio (Ca), potássio (K) e magnésio (Mg) deixam de 

ser absorvidos, assim prejudicando algumas reações bioquímicas, a exemplo do Mg, que 

quando ausente, pode acarretar problemas na síntese de clorofilas e dessa forma podendo 

agravar os danos no aparato fotossintético (NAJAR et al., 2018; LIN et al., 2018). 

Como um dos efeitos da salinidade é o desajuste osmótico que leva a baixa retenção 

de água nas plantas, genótipos com maior capacidade de tolerância ao estresse tendem a 

acumular açúcares como tentativa de ajuste osmótico, estabilizar pigmentos fotossintéticos, 

manter as funções de transporte de elétrons na reação de luz e absorção de água sob 

estresse salino (CHA-UM et al., 2009; YANG et al., 2020).  

O estresse salino induz o vazamento de elétrons por causar super-redução na cadeia 

de transporte de elétrons mitocondriais (mETC), dessa forma gerando uma das principais 
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fontes de superoxido (O2-), e com isso aumentando a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), como o peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singleto (1O2) e  radical 

hidroxila (OH-) (JACOBY et al., 2011). 

Nas plantas, as ERO funcionam como parte integrante de diversas vias hormonais, 

fisiológicas e como moléculas de sinalização, no entanto, o seu excesso é altamente tóxico 

e leva a distúrbios metabólicos, degradação de proteínas e danos celulares. Os complexos I 

e III da mETC se tornam os principais locais produtores de ERO durante o estresse. Nas 

plantas, a mETC contém uma via respiratória alternativa que consiste na oxidase 

alternativa (AOX) e a desidrogenase do tipo II NAD(P)H. A via de respiração alternativa 

atua como desvio da mETC e  não contribui  para o bombeamento de prótons e na síntese 

de ATP. Dessa forma, a AOX pode prevenir o excesso de redução do pool de ubiquinona, 

evitando a formação de ERO nas mitocôndrias, assim como converte o O2 diretamente em 

água (SAKO et al., 2020). Em situações em que ocorrem a elevada formação de EROs, as 

plantas recorrem para a sua eliminação através de vias antioxidantes, podendo ser elas 

mediadas por enzimas com a superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; 

EC 1.11.1.6), guaiacol peroxidase (GPOX; EC 1.11.1.7), ascorbato peroxidase (APX; 

 EC 1.11.1.11), tioredoxina (TRX; EC 1.8.1.9), entre outras (GRATÃO et al, 2015; 

CALDERÓN et al., 2018). 

Sabendo da importância dessas alterações nas plantas frente aos efeitos 

desencadeados pela salinidade no desenvolvimento da soja, as tentativas de melhoramento 

da tolerância dessa cultura à salinidade são essenciais para o fornecimento de matéria-

prima e produção sustentável de alimentos. Portanto, nesse estudo, investigamos através de 

um experimento preliminar (screening) os efeitos do estresse salino em três genótipos de 

soja e posteriormente, mostramos através da comparação dos dois genótipos contrastantes 

(BRS 232 e Desafio RR) que o estresse oxidativo no genótipo tolerante é regulado por 

componentes do metabolismo antioxidante. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1  Soja 

A soja cultivada (Glycine max) é originaria da china é uma Fabaceae, do gênero 

Glycine, espécie Glycine max e a forma cultivada Glycine max (L) Merril (ANDERSON et 

al., 2019). Devido a sua grande utilidade na produção de óleos, na alimentação e como 



8 

 

bicombustível é considerada uma das principais plantas de interesse econômico mundial 

(Woyann et al., 2019). 

No ranking de produção mundial, o Brasil é o segundo maior produtor, estando 

atrás apenas dos EUA. Em 2018, a sua produção no Brasil chegou a 117,8 milhões de 

toneladas (FAOSTAT, 2020). No Brasil, o cultivo da soja ganhou importância devida sua 

alta capacidade produtiva e demanda na exportação para China. Por esse motivo é 

considerada como fonte de reservas cambiais e atividade de crescimento econômico para o 

Brasil (GIRAUDO, 2019). 

Por ser considerada uma planta de dias curtos, sua adaptação é dependente do 

fotoperíodo e da disponibilidade hídrica adequada (NICO et al., 2019). Entretanto, é 

variável a demanda de água, dependendo de cada genótipo, condições climáticas e estádio 

fenológico (FRUKH et al., 2019; FIDANTEMIZ et al., 2019). E nesse sentido os 

programas de melhoramento têm trabalhado para produzir genótipos mais adaptados as 

diversas condições de cultivo. Utilizando-se de seleção e melhoramento genético surgiram 

novos genótipos mais tolerantes às diferentes latitudes e condições climáticas. 

Possibilitando dessa forma o seu plantio em diversas regiões (LI et al., 2020). 

Por ainda ser altamente dependente das condições climáticas, a produção desta 

cultura é afetada de forma negativa por fatores abióticos, como a salinidade, que é 

considerada um dos fatores mais limitantes no desempenho e a produtividade das plantas 

em todo o mundo (ZHAN et al., 2019). Segundo Sabagh et al., (2019), estresse salino pode 

diminuir o rendimento médio das culturas em até 40%. 

 

2.2  Estresse Salino 

As condições ambientais podem ser extremamente desfavoráveis para agricultura. 

Os agentes estressores interferem em todas as etapas do ciclo das plantas, podendo atingir 

a germinação, crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas (DUBEY et al., 

2019, SABAGH et al., 2019). 

O estresse salino afeta severamente a maioria das culturas agrícolas. Estima-se que 

anualmente US$ 27,3 bilhões são perdidos em decorrência desse estresse, sendo a principal 

perda econômica um reflexo da redução dos lucros pelo baixo rendimento. As perdas 

econômicas provocadas podem diferir entre os países e regiões, entretanto, são 

especialmente agravadas nas áreas áridas e semiáridas (QADIR et al., 2014; MUNNS & 

GILLIHAM, 2015). 
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A salinidade pode ser considerada como um dos processos de degradação mais 

prejudiciais que afetam o solo, e está entre as principais causas de desertificação 

(ROMERO-MUNAR et al., 2019). Apesar de ser um processo natural, a salinização do 

solo pode ser intensificada pela atividade agrícola, principalmente pela irrigação com 

águas salinas. Outros fatores que podem agravar o problema são mudanças 

edafoclimáticas, como a elevação da temperatura que promove um aumento na 

evapotranspiração e reduções na lixiviação do sal (JIANG et al., 2019) 

O estresse salino é considerado como o estresse de maior complexidade, por ser um 

indutor direto e indireto de outros estresses, como o hídrico, iônico, nutricional e oxidativo 

(RIAZ et al., 2019). 

Em decorrência da concentração de sal o solo tem seu potencial osmótico reduzido, 

o que acarreta na incapacidade da planta de regular o potencial hídrico de suas células, 

levando a perda de turgor celular e também prejuízos em processos metabólicos 

dependentes de água, em especial a fotossíntese e respiração celular (BAI et al., 2019). 

Além disso, o excesso de íons, principalmente Na+ e Cl-, afetam negativamente o 

metabolismo das plantas, e o desequilíbrio de íons nos tecidos induz a toxicidade nas 

plantas (SHABALA, 2000; MARSCHNER, 2011; ROMERO-MUNAR, 2019). Os íons 

Na+ podem se acumular a níveis que incitem efeitos citotóxicos causando desequilíbrios 

osmóticos nos tecidos, células e compartimentos subcelulares. O acúmulo e os danos são 

maiores nos tecidos aéreos, pois os íons sódio são entregues como solutos no fluxo de 

transpiração (MUNNS & GILLIHAM, 2015). 

A absorção de nutrientes essenciais também sofre influência da concentração de sal 

(IQBAL et al., 2015). Elementos como magnésio (Mg), cálcio (Ca), potássio (K) e fósforo 

(P) deixam de serem absorvidos e consequentemente algumas reações bioquímicas são 

prejudicadas. A exemplo do Mg, um dos principais elementos estruturais da clorofila, 

quando ausente, pode acarretar na diminuição desse pigmento e dessa forma podendo 

agravar os danos ao aparato fotossintético (NEMATI et al., 2011; NAJAR et al., 2018). 

 

2.3  Espécies reativas de oxigênio (ERO) 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) é o termo utilizado para os derivados de 

oxigênio molecular que ocorrem normalmente na vida aeróbica. Sendo o superóxido (O2
–), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singleto (1O2) e hidroxila (OH–) as formas mais 

comuns encontradas nas células (SIES & JONES, 2020). 
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As EROs em níveis normais atuam como sinalizadores celulares e sistêmicos em 

animais e plantas (STIER et al., 2019; GUTIÉRREZ et al., 2019; KÜTÜK et al., 2019).  

Nas plantas, as ERO funcionam como parte integrante de diversas vias hormonais, 

fisiológicas e de desenvolvimento, além de participarem de forma crucial nas respostas de 

defesa e aclimatação aos diferentes estresses bióticos e abióticos (FICHMAN et al., 2019; 

SMIRNOFF & ARNAUD, 2019). 

 

2.4  Estresse Oxidativo 

O aumento na produção de ERO e a ineficiência na sua eliminação por vias do 

sistema antioxidante provocam severos danos celulares e prejuízos em processos 

metabólicos e fisiológicos, ocasionando uma forma de estresse comumente conhecido 

como “estresse oxidativo” (GRATÃO et al., 2015). 

Em geral, a produção excessiva de ERO é proveniente de alterações na homeostase 

redox de organelas como as mitocôndrias e cloroplastos, que podem estar sofrendo 

prejuízos na respiração aeróbica, no transporte de elétrons durante a atividade 

fotossintética, assim como danos no aparato fotossintético (LIMA et al., 2018; MA et al., 

2018; STIER et al., 2019). 

As mitocôndrias e cloroplastos são organelas fundamentais no estresse oxidativo, 

atuando como umas das principais produtoras de superóxido decorrentes de vazamentos da 

cadeia de transporte de elétrons (ETC) (ANTONUCC et al., 2019; HUANG et al., 2019). 

Contudo, pode ser regulado pelas oxidases terminais de cadeia de elétrons, como a oxidase 

alternativa (AOX) e oxidase terminal da plastoquinona (PTOX) (NOCTOR et al., 2018; 

FOYER, 2018; MURIK et al., 2019; HE et al., 2019; FANELLO et al., 2020). 

Os efeitos do estresse oxidativo ocorrem inicialmente pela degradação em cadeia da 

membrana plasmática, pelos efeitos deletérios nas estruturas e atividades de enzimas, 

assim como, danos as principais organelas celulares e aos ácidos nucléicos (SIES & 

JONES, 2020). Outras consequências dos efeitos das ERO são em processos metabólicos e 

fisiológicos necessários para a produção e sobrevivência das plantas que são severamente 

comprometidos, acarretando em drásticas perdas agronômicas (DING et al., 2018). 

 

2.5  Mecanismos de defesa antioxidante 

A eliminação de ERO pelo sistema antioxidante, que pode ser mediado por meios 

enzimáticos e não enzimáticos, pode restabelecer a homeostase redox (GRATÃO et al., 
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2012). Sendo assim, um aumento na atividade dos sistemas antioxidantes poderia implicar 

na redução dos efeitos nocivos oriundos das ERO (SAIRAM et al., 2002; ELKELISH et 

al., 2019).  

Algumas enzimas chaves regulam processos importantes no metabolismo redox, 

sendo as principais, a oxidase alternativa (AOX), superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), peroxirredoxina (PRX), 

tioredoxina (TRX). Estas participam da eliminação ERO, como a SOD que dismuta o 

superóxido em peróxido de hidrogênio, e as peroxidases que convertem o H2O2 em água e 

oxigênio. Entretanto, essas enzimas também desempenham outras funções vitais 

(GRATÃO et al, 2015; BARCELOS et al., 2018; DING et al., 2018; BORJAS‐VENTURA 

et al., 2020).  

 

2.6  Oxidase alternativa 

A enzima oxidase alternativa (AOX) é uma oxidase terminal de cadeia de elétrons, 

sendo uma das principais vias de redução de superóxido (O2), através da regulação de 

vazamentos da cadeia de transporte de elétrons (DING et al., 2018; BOROVIK & 

GRABELNYCH, 2018). 

Nesse processo, a AOX também atua como facilitador para a sinalização de 

moléculas que transmitem o status metabólico das mitocôndrias para o núcleo, portanto, 

são capazes também de influenciar a expressão gênica nuclear. Dessa forma, a sinalização 

mediada por AOX e as suas atividades metabólicas são essenciais nas respostas aos 

estresses bióticos e abióticos (ZHEN-HUA et al., 2012; VICENTINI et al., 2019; ÜNLÜ et 

al., 2019). 

A AOX além de estar envolvida da manutenção da homeostase redox, regula 

importantes processos celulares, como sinalização para expressão de genes de defesa e na 

regulação da respiração e fotossíntese (DEL‐SAZ et al., 2016). 

 

2.7  Tioredoxina 

As tioredoxinas (TRXs) são proteínas pequenas que contém um grupo dissulfeto 

ativo redox dentro de seu domínio catalítico, sendo amplamente distribuídas na maioria das 

células está envolvida em uma variedade de reações redox celulares, e por meio do 

fornecimento de elétrons do NADPH regulam uma variedade de vias de sinalização 
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metabólica e participam do reparo de proteínas, além de atuarem como peroxidases na 

defesa antioxidante (DA FONSECA-PEREIRA et al., 2019; LI et al., 2019). 

As tioredoxinas desempenham papel importante nas respostas de defesa das plantas 

contra os estresses (NIETZEL et al., 2017), atuando com os sistemas de glutationa/GRX, 

as TRX são reguladoras do status de dissulfeto de tiol (NOCTOR et al., 2018; WEN et al., 

2019). 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Seleção de genótipos de soja contrastantes (sensível e tolerante) em relação ao 

estresse salino, através da identificação de possíveis mecanismos de resposta mediados por 

alterações fisiológicas, bioquímicas e moleculares.  

 

3.2 Objetivos específicos 

i. Identificar as respostas associadas à capacidade de tolerância da soja frente ao 

estresse salino; 

ii. Analisar os mecanismos antioxidantes, mediante determinação da atividade 

enzimática e expressão dos genes AOX2 e TRX; 

iii. Correlacionar as informações de alterações biométricas e bioquímicas com os dados 

de atividade enzimática e de expressão gênica  

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Material Biológico 

Os experimentos foram realizados em casa de vegetação na Universidade de 

Ribeirão Preto (UNAERP), Ribeirão Preto – SP, Brasil, e conduzidos em condições 

controladas, temperatura de 25,8 ± 2ºC e umidade relativa de 75 ± 10%. As sementes de 

soja dos genótipos BRS 232, BRS 511 e Desafio RR foram germinadas em bandejas com 

substrato orgânico Carolina Soil (70% turfa de Sphagno + 30% vermiculita + calcário). As 

plantas foram mantidas em substrato durante 22 dias até sua transferência para o sistema 

hidropônico. 
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4.2  Experimento I (Screening: seleção de genótipos contrastantes) 

Plantas com crescimento similar foram transferidas para o sistema hidropônico 

instalado em recipientes plásticos com capacidade para 24 L. Nesse sistema, realizou-se a 

aclimatação das plantas em solução nutritiva (HOAGLAND & ARNON, 1950) por 7 dias. 

Após esse período, as plantas foram expostas aos tratamentos com NaCl, acrescido à 

solução nutritiva, por um período de 7 dias. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado (DIC), em esquema fatorial 3x2, consistindo de três genótipos de soja e duas 

concentrações de NaCl (0 mM e 100 mM), com três repetições. O sistema foi mantido sob 

aeração constante por borbulhamento. A solução nutritiva foi monitorada e o pH ajustado a 

cada dois dias para 6,0 ± 0,5 com NaOH. As plantas foram avaliadas após os 7 dias de 

estresse (DAS) quanto ao crescimento (massa seca total), conteúdo relativo de água 

(CRA), eficiência quântica do fotossistema II (Fv/Fm) e quantificação de elementos 

químicos por microscopia (EDS). 

 

4.3  Massa seca 

Foi mensurada a massa fresca (g) das plantas em balança analítica. Para 

determinação da massa seca total (g), obtivemos o peso seco (g) das amostras secas em 

estufa a 65 ± 0,5ºC por 72 horas. Os valores foram expressos em percentagem de massa 

seca Ms% = [(massa seca/ massa fresca)] x 100. 

 

4.4  Conteúdo relativo de água 

De cada planta, 10 discos foliares com 1cm de diâmetro foram excisados e pesados 

na balança analítica para obtenção do peso fresco (PF), peso túrgido (PT) e, após 24 horas 

em estufa (65 ± 0,5ºC) o peso seco (PS). O conteúdo relativo de água (CRA) foi calculado 

de acordo com a fórmula: CRA = [(PF - PS) / (PT - PS)] x 100, conforme proposto por 

Barrs e Wheaterley (1962) e expresso em percentagem. 

 

4.5  Eficiência do fotossistema II 

A fluorescência da clorofila foi medida por um fluorômetro portátil OS30p (Opti-

Sciences), em plantas selecionadas aleatoriamente (terceira folha totalmente expandida). A 

eficiência do fotossistema II (Fv/Fm) foi obtido após 30 min de adaptação ao escuro de 
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pontos distintos das folhas. Os valores de fluorescência máxima (Fm) e mínima da clorofila 

(F0) foram utilizados para o cálculo do rendimento quântico máximo de PSII [(Fm-F0)/Fm] 

(MAXWELL & JOHNSON, 2000). 

 

4.6  Quantificação de elementos por EDS 

A espectroscopia de raios X dispersiva em energia (EDS) é um método padrão para 

identificar e quantificar composições elementares (SU et al., 2008). Para a quantificação 

dos elementos químicos nas plantas, segmentos de um centímetro da raiz e folha foram 

desidratados em estufa de ventilação forçada à temperatura de 65°C por 48 horas e 

analisados em microscópio eletrônico de varredura (LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, UK) 

acoplado a uma sonda de raios-X (X-ray EDS). 

 

4.7  Experimento II 

 Após as análises preliminares (experimento I), os dois genótipos contrastantes em 

relação à tolerância ao estresse salino (100 mM) foram selecionados e comparados 

seguindo outra metodologia experimental. O experimento (DIC), esquema fatorial 2x3, 

avaliou um genótipo sensível ao estresse (BRS 232) e outro tolerante (Desafio RR), em 

três concentrações de NaCl (0 mM,  75mM, 150 mM). As condições experimentais 

relativas à germinação das sementes, cultivo e sistema hidropônico implementado foram as 

mesmas utilizadas no primeiro experimento. Portanto, as plantas dos genótipos BRS 232 e 

Desafio RR foram novamente avaliadas ao final de 7 DAS. 

 

4.8  Morfologia e taxa de alongamento 

Os efeitos do estresse salino no desenvolvimento das folhas foram avaliados por 

imagem fotográfica. Seguindo o proposto por Cahnet et al, (1989), mensuramos a taxa de 

alongamento caulinar (TAC), calculada pela fórmula: [(comprimento final do caule – 

comprimento inicial do caule) / 7 DAS]; e a taxa de alongamento da raiz (TAR), calculada 

pela fórmula: [(comprimento final da raiz – comprimento inicial raiz) / 7 DAS]. As taxas 

de TAC e TAR foram expressas em cm. Os parâmetros de massa seca (folhas, caule, raízes 

e total) e CRA foram novamente mensurados para todos os tratamentos, conforme 

metodologia já descrita anteriormente (4.2 e 4.3). 
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4.9  Pigmentos fotossintéticos 

Amostras de folhas (250 mg) frescas recentemente coletadas foram acondicionadas 

aos tubos contendo 15 mL de acetona a 80% (v/v), protegidos da luz e armazenados a 4ºC 

por 24 horas. Após esse período a absorbância da solução (2 mL) foi quantificada em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 647, 663 e 470 nm. Foram calculados os 

teores de clorofilas totais (µg.g-1), ‘a’, ‘b’ e de carotenóides totais (µg.g-1) através de 

equações estabelecidas por Lichtenthaler (1987). 

 

4.10  Carboidratos solúveis totais 

O teor de carboidratos solúveis foi estimado pelo método da antrona (DUBOIS et 

al., 1956). Amostras de folhas (100 mg) foram homogeneizadas em almofariz contendo 10 

mL de etanol 80%. Na sequência, em tubos de 15 mL foram aquecidas em banho-maria a 

80°C por 30 minutos. Após a centrifugação (3.000 rpm por 15 min) foi retirado 0,1 mL do 

sobrenadante e transferido para um novo tubo, o volume foi completado para 1 mL com a 

adição de 0,9 mL de água Milli-Q. Em seguida, 3 mL do reagente antrona (0,2% em acido 

sulfúrico) foi adicionado. As amostras foram novamente aquecidas por 15 minutos em 

banho-maria à 80ºC e rapidamente resfriadas em banho de gelo. O teor de carboidratos foi 

determinado pela leitura da absorbância (620 nm) no espectrofotômetro (HUSSAIN et al., 

2019). 

 

4.11 Conteúdo de H2O2 e peroxidação lipídica 

Um total de 0,3 g de tecido foliar foi macerado em nitrogênio liquido em presença 

de 20% (w/v) polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizado em 2 mL de ácido 

tricloroacético (TCA), 0.1% (w/v). Posteriormente o material foi centrifugado a 10.000 

rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi adicionado a uma solução de 20% de TCA e 5% de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) e incubado a 95°C por 30 min. A reação foi interrompida por 

resfriamento em banho de gelo por 15 min e centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por10 min. 

A concentração de equivalentes de malondialdeído (MDA) foi calculada utilizando um 

coeficiente de extinção de 1,55 × 10−5 mol−1 cm−1, com leituras entre 535 e 600 nm. Os 

resultados foram expressos em μmoL / mg de tecido fresco (SHIMIZU et al., 2006). 

O conteúdo de H2O2 foi estimado de acordo com Alexieva et al. (2001). Após 

maceração, homogeneização das amostras e coleta do sobrenadante, 100 mM de tampão 

fosfato de potássio (pH 7,50) e 1 M de solução de iodeto de potássio foram adicionados à 
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solução final, seguindo pela incubação em gelo por 1 h sob ausência de luz. O conteúdo de 

H2O2 foi determinado usando uma curva de concentração de H2O2 como padrão e a 

absorbância em 390 nm. 

 

4.12 Atividade de enzimas antioxidantes 

Foi macerado 1g de tecido foliar com nitrogênio líquido e homogeneizado em 3mL 

de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo ácido etilenodiaminotetra-

acético 1 mM (EDTA), 3 mM de DL-ditiotreitol e PVPP insolúvel a 5% (p/v). O 

homogenato foi centrifugado a 10.000 g por 30 min. O sobrenadante foi fracionado em 

alíquotas e armazenado a –80°C para posterior determinação da atividade de SOD e CAT 

(GRATÃO et al. 2015). A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de 

Bradford (1976) usando a albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 

 

4.12.1 Atividade da Superóxido dismutase 

A atividade da SOD (SOD; EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo com 

Giannopolitis & Ries (1977). De uma alíquota foi adicionada (50 μL) da amostra a uma 

mistura de 5 mL de tampão fosfato de sódio (50 mmol L–1), pH 7,8, metionina (13 mmol 

L−1), NBT (75 mmolL−1), EDTA (0,1 mmol L−1) e riboflavina (2 μmol L−1). A reação para 

a formação do composto azul produzidos pela fotorreação de NBT foi conduzida em uma 

câmara de reação sob iluminação interna por 15 minutos (lâmpadas fluorescentes de 15W a 

25°C). Após 15 min o material foi homogeneizado e as leituras das absorbâncias realizadas 

em espectrofotômetro a 560 nm. Os resultados foram expressos em U SOD mg– 1 proteína. 

 

4.12.2 Atividade da Catalase 

A atividade da CAT (CAT; EC 1.11.1.6) foi analisada segundo proposto por Gratão 

et al. (2015). A determinação se deu pelo monitoramento da decomposição de H2O2 a 240 

nm ao longo ao longo de 1 min. A reação consistiu pela mistura de 1 mL de tampão fosfato 

de potássio 100 mM (pH 7.5), contendo 25 mL de H2O2 (solução a 30%). A atividade de 

CAT foi expressa como µmol min-1mg-1 proteína, como descrito por Cia et al. (2012). 
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4.13 Extração do RNA e RT-qPCR 

O RNA foi extraído dos tecidos foliares (110 mg) usando o kit Spectrum™ Plant 

Total RNA (Sigma-Aldrich, USA) e tratado com DNase I livre de RNase (Sigma-Aldrich, 

USA) de acordo com as recomendações dos fabricantes. Após a extração, o RNA total foi 

quantificado em NanoPhotometer P360 e sua qualidade foi avaliada por eletroforese em 

gel de agarose (1%). O cDNA da primeira fita foi sintetizado a partir do RNA total usando 

o kit RevertAid (Thermo Fisher Scientific, USA), seguindo as recomendações do 

fabricante. 

O Kit Master Mix KAPA SYBR FastqPCR (2X) Universal (Kapa Biosystems, 

USA) foi utilizado para a reação de RT-qPCR, utilizando-se 10 ng de cDNA e 200 nM de 

cada primer específico (Tabela 1). A reação foi realizada em um termociclador Stratagene 

MX3005P (Califórnia, USA) com as seguintes condições de ciclagem: 95°C por 3 minutos, 

seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s. 

A reação RT-qPCR foi feita em triplicata. Após a verificação da eficiência de 

amplificação dos primers, os resultados da expressão genica foram analisados pelo método 

2-∆∆ct (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os primers específicos para os genes Alternative 

oxidase (AOX2), Tioredoxina (TRX) e o gene normalizador Actina foram selecionados de 

acordo com a literatura e estão listados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Primers específicos usados no RT-qPCR. 

Gene Forward e Reverse primer Amp¹ Tm² Referência 

Actin 
F: GAGCTATGAATTGCCTGATGG 

118 
58,0 MARCOLINO-

GOMES et al. (2015) R: CGTITCATGAATTCCAGTAGC 55,0 

AOX2 
F: GGGAGAGTTATCGTTCAAAC 

107 
50,6 

SUN et al. (2017) 
R: TGGAATTCTCAGGAGCTTCA 53,4 

TRX 
F: CAAATTCATAGAGCCAGCGA 

115 
59,3 ARFAOUI et al. 

(2018) R: CGCCTCCACATTAAACTCCT 59,0 

1Amp: tamanho do amplicon (bp); 2Tm: temperatura demelting dos primers (Cº). 

 

 

4.14  Análise dos resultados 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

diferenças entre médias foram avaliadas pelo teste de Tukey (p≤ 0.05), em delineamento 

inteiramente casualizado. Os resultados são representados por letras diferentes acima das 
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barras. A correlação de Pearson foi realizada para os parâmetros fisiológicos, bioquímicos 

e genéticos avaliados no segundo experimento. Essas análises foram realizadas através do 

software AgroEstat – Sistema para Análises Estatísticas de Ensaios Agronômicos, versão 

1.1.0 (BARBOSA & MALDONADO, 2014). 

 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Experimento I: Seleção dos genótipos 

No experimento preliminar (100 Mm NaCl, 7 DAS) observamos diferenças quanto 

aos parâmetros de crescimento e fisiológico entre os genótipos de soja BRS 232, BRS 511 

e Desafio RR. O genótipo BRS 232 teve o pior desempenho na produção de massa seca 

total, com uma redução significativa de 17%. O genótipo BRS 511 apresentou uma 

redução de 10% e o genótipo Desafio RR um aumento de 5% na massa seca total (Figura 

1a). O genótipo BRS 232 também apresentou uma significativa redução do conteúdo 

relativo de água (CRA) (Figura 1b) e do rendimento quântico do fotossistema II (Fv/Fm) 

(Figura 1c). Essas reduções foram respectivamente, de 24% e 15,7% em relação à média 

dos valores obtidos para as plantas controle do genótipo BRS 232. Tais diferenças não 

foram significativas na avaliação dos genótipos BRS 511 e Desafio RR (Figura 1A, B e C). 
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Figura 1. Efeito da salinidade nos genótipos de soja BRS 232, BRS 511 e Desafio RR 

depois de 7 de tratamento. 

 

Massa seca total (a), conteúdo relativo de água CRA (b) e Fv/Fm (c). Letras 

maiúsculas demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras minúsculas 

mostram diferenças entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada 

barra representa a média de três réplicas independentes com barras de erro. 

 

Na quantificação/distribuição dos elementos químicos pela análise EDS, 

verificamos diferenças expressivas entre os genótipos em 7 DAS. Houve um aumento do 

acúmulo de Na e Cl nas folhas e raízes do genótipo BRS 232, e uma diminuição 

considerável de K nas raízes desse genótipo em comparação aos demais (Tabela 1). Os 
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níveis de C foram aumentados nas raízes das plantas dos três genótipos, no entanto, esse 

aumento significativo nas folhas foi melhor observado somente no genótipo Desafio RR 

(64,33 para 72,78). Nesse genótipo também foi constatado o aumento de Ca nas raízes, 

bem como, de N e K nas folhas (Tabela 1). 

 

Tabela 2. Wt% dos elementos quantificados por EDS 

    C N Na Mg Cl K Ca 

W
t%

 R
aí

ze
s 

 

BRS 232 
0 mM 63.44 Bb 6.69 Bb 0.12 ABb 0.12 Aa 0.18 Bb 4.88 Aa 0.31 Ba 

100 mM 65.57 Ca 11.36 Ca 3.15 Aa 0.05 Bb 2.78 Aa 3.33 Cb 0.34 Ca 

BRS 511 
0 mM 63.19 Cb 9.09 Ab 0.10 Bb 0.07 Ab 0.37 Ab 4.64 Ba 0.53 Aa 

100 mM 73.96 Ba 12.42 Aa 2.35 Ba 0.15 Aa 1.84 Ba 3.70 Bb 0.48 Ba 

Desafio 

RR 

0 mM 63.89 Ab 9.20 Ab 0.18 Ab 0.11 Ab 0.37 Ab 4.82 Aa 0.55 Ab 

100 mM 74.50 Aa 12.10 Ba 2.16 Ca 0.17 Aa 1.57 Ca 4.27 Ab 0.67 Aa 

W
t%

 F
o
lh

as
 BRS 232 

0 mM 63.37 Ba 6.81 Bb 0.49 Ab 2.60 Aa 2.20 Ab 5.10 Aa 0.41 Ba 

100 mM 56.44 Cb 7.07 Ca 4.36 Aa 0.90 Cb 5.68 Aa 4.59 Bb 0.34 Bb 

BRS 511 
0 mM 62.22 Cb 6.90 Bb 0.42 ABb 2.48 Aa 1.89 Bb 4.22 Ba 0.53 Aa 

100 mM 65.07 Ba 8.46 Ba 3.81 Ba 1.53 Bb 3.04 Ba 2.72 Cb 0.42 Ab 

Desafio 

RR 

0 mM 64.33 Ab 8.24 Ab 0.37 Bb 2.23 Ba 1.96 Bb 3.55 Cb 0.45 ABa 

100 mM 72.78 Aa 10.13 Aa 3.64 Ba 1.98 Ab 2.95 Ba 4.96 Aa 0.49 Aa 

Letras maiúsculas demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras 

minúsculas mostram diferenças entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey 

(p≤0,05). Cada barra representa a média de três réplicas independentes. 

 

 

5.2 Experimento II: 

5.3 Morfologia foliar 

Visualmente, ambos os genótipos, no tratamento com 75 mM de NaCl não 

apresentaram alterações na morfologia das folhas. Entretanto, no tratamento com 150 mM 

de NaCl o genótipo BRS 232 apresentou uma elevada alteração na morfologia (folhas com 

amarelecimento mais intenso e ondulações). Na mesma condição, tais alterações não foram 

observadas com a mesma intensidade no genótipo Desafio RR (Figura 2).  
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5.4 Parâmetros biométricos 

Com base nos resultados preliminares (screening) os genótipos BRS 232 (menos 

tolerante a 100 mM NaCl) e Desafio RR (mais tolerante a 100 mM NaCl) foram 

comparados nesse experimento. Para investigar os efeitos do estresse salino (75 mM NaCl 

e 150 mM NaCl) no crescimento das plantas desses genótipos, avaliamos o teor de massa 

seca das plantas, assim como, as taxas de alongamento caulinar e radicular. Observamos 

valores superiores e significativos dos teores de massa seca das raízes, caule e folhas no 

genótipo Desafio RR em relação ao genótipo BRS 232, nas doses de 75 mM e 150 mM 

(Figura 1A e 1C). O genótipo BRS 232 na condição de 150 mM apresentou uma redução 

significativa no teor de massa seca total, 38% em relação ao controle, entretanto, no 

genótipo Desafio RR houve um aumento de 11% (Figura 3D). 

Os genótipos apresentaram uma redução significativa na taxa de alongamento do 

caule (TAC) em relação ao controle nas duas condições de estresse salino (Figura 3E). Na 

dose de 150 mM, o genótipo BRS 232 mostrou uma redução de 90% em relação ao 

controle e o genótipo Desafio RR uma redução de 64%, portanto, no estresse mais severo o 

genótipo Desafio RR obteve uma taxa TAC significativamente superior ao genótipo BRS 

232 (Figura 1E). O crescimento das raízes também foi prejudicado nas condições 

estressantes. No entanto, a taxa de alongamento radicular (TAR) do genótipo Desafio RR 

em 150 mM foi estatisticamente superior ao valor médio do genótipo BRS 232. A redução 

foi de 91% no genótipo BRS 232 e 72% no genótipo Desafio RR em relação ao controle 

(Figura 3F). 

 

Figura 2. Morfologia das folhas após 7 dias de tratamento com NaCl, (A) genótipo 

BRS 232, (B) genótipo Desafio RR. 
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Figura 3. Efeito da salinidade em parâmetros de crescimento nos genótipos BRS 232 e 

Desafio RR 

 

Massa seca raiz (a), massa seca caule (b), massa seca folhas (c), massa seca total (d), 

taxa de alongamento caulinar (e) e taxa de alongamento radicular (f). Letras maiúsculas 

demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras minúsculas mostram 

diferenças entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada barra 

representa a média de três réplicas independentes com barras de erro. 

 

5.5 Conteúdo de pigmentos fotossintéticos. 

Os efeitos do estresse salino severo no conteúdo de clorofilas a e b foram drásticos 

em ambos os genótipos (Figura. 4A e B). Desse modo, o conteúdo de clorofilas totais foi 

consideravelmente reduzido na concentração de 150 mM. Nas plantas dos genótipos BRS 

232 e Desafio RR, a redução em relação ao controle foi de 69% e de 33%, respectivamente 

(Figura 4C). Resultado similar é mostrado para a quantificação de carotenoides. Na dose 

de 150 mM ambos os genótipos tiveram redução significativa de carotenoides, entretanto, 
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no genótipo Desafio RR o valor médio de 3,88 (mg/g MF) foi estatisticamente superior aos 

1,57 (mg/g MF) do BRS 232 (Figura 4D). 

 

Figura 4. Efeito da salinidade nos pigmentos fotossintéticos 

 

Clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila total (c), carotenoides (d). Letras maiúsculas 

demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras minúsculas mostram diferenças 

entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada barra representa a média de 

três réplicas independentes com barras de erro 

 

5.6 Conteúdo de carboidratos solúveis totais 

Em relação aos níveis de açúcares solúveis totais (carboidratos) nas folhas, apesar 

do genótipo BRS 232 apresentar 82,12 (mg.g-1 MF), valor significativamente superior ao 

valor médio de 74,97 (mg g-1 FW) nas plantas do genótipo Desafio RR, na concentração de 

150 mM, houve um aumento expressivo de 242% desse conteúdo de açúcares no genótipo 

Desafio RR nessa mesma condição estressante (Figura 5). 
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Figura 5. Carboidratos solúveis totais nos genótipos BRS 232 e Desafio RR 

 

Letras maiúsculas demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras 

minúsculas mostram diferenças entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey 

(p≤0,05). Cada barra representa a média de três réplicas independentes com barras de erro 

 

5.7  Conteúdo relativo de água 

Apesar da redução de 14% no conteúdo relativo de água (CRA) nas folhas no 

genótipo Desafio, na dose de 150 mM não observou-se diferença significativa entre os 

genótipos. No entanto, nas plantas do genótipo Desafio, o CRA de 82,35% na dose de75 

mM foi significativamente superior aos 71,27% do BRS 232 (Figura 6). 
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Figura 6. Conteúdo relativo de água das folhas 

 

Letras maiúsculas demonstram diferenças significativas entre os genótipos e letras 

minúsculas mostram diferenças entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey 

(p≤0,05). Cada barra representa a média de três réplicas independentes com barras de erro 

 

5.8  Conteúdo de H2O2 e peroxidação lipídica 

Para o melhor entendimento dos efeitos da salinidade nos genótipos contrastantes, 

BRS 232 e Desafio RR, o nível de estresse oxidativo sofrido pelas plantas foi investigado 

pelas medidas do conteúdo de malondialdeído (MDA) através da analise de peroxidação 

lipídica e pelo acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) nas folhas.  Em ambos os 

genótipos verificou-se o aumento significativo de MDA nos tratamentos com NaCl. Na 

dose de 150 mM, o conteúdo de MDA no genótipo BRS232 (9,72 nmol g−1 FW) foi 

significativamente superior ao observado no genótipo Desafio RR (7,93 nmol g−1 FW) 

(Figura 7A). Houve, respectivamente, um aumento considerável de 91% e 51% de MDA 

em relação ao controle, nos genótipos BRS 232 e Desafio RR (Figura 3A). Além disso, sob 

estresse mais severo (150 mM NaCl) observou-se um aumento significativo de 108% do 

conteúdo de H2O2 nas plantas do genótipo BRS 232 e de apenas 41% no genótipo Desafio 

RR em comparação ao controle. As diferenças entre os genótipos (para H2O2) em 150 mM 

também foi bastante contrastante (Figura 7B).  
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Figura 7. Efeitos do estresse oxidativo em folhas dos genótipos BRS 232 e Desafio RR 

 

Conteúdo de MDA (a) e conteúdo de H2O2 (b). Letras maiúsculas demonstram 

diferenças significativas entre os genótipos e letras minúsculas mostram diferenças entre os 

tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada barra representa a média de 

três réplicas independentes com barras de erro 

 

 

5.9  Atividade de enzimas antioxidantes 

A atividade de enzimas envolvidas com o metabolismo antioxidante também foi 

afetada pelas diferentes condições de estresse salino. Observamos o aumento da atividade 

da superóxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) nas folhas de ambos os genótipos à 

medida que aumentamos a severidade do estresse salino (Figura 8A e 8B). Na dose de 150 

mM, a atividade da SOD nas plantas do genótipo Desafio RR foi significativamente 

superior ao observado no BRS 232 (Figura. 8A). Por outro lado, na mesma condição de 

estresse, essa superioridade é mostrada para a atividade da enzima CAT no genótipo BRS 

232 (Figura 8B). 
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Figura 8. Atividade de enzimas do metabolismo antioxidante em folhas dos genótipos 

BRS 232 e Desafio RR 

 

Atividade da SOD (a) e atividade da CAT (b). Letras maiúsculas demonstram 

diferenças significativas entre os genótipos e letras minúsculas mostram diferenças entre os 

tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada barra representa a média de 

três réplicas independentes com barras de erro 

 

5.10 RT-qPCR, expressão relativa dos genes AOX2 e TRX 

As plantas de ambos os genótipos no tratamento de 75 mM NaCl não apresentaram 

alterações no fenótipo foliar. Entretanto, em 150 mM, nas plantas do genótipo BRS 232 

ficou evidente a acentuada alteração de alguns aspectos morfológicos das folhas, como a 

ocorrência do amarelecimento num maior número de folhas e o enrolamento das margens 

foliares (Fig. 5A). As folhas desses genótipos foram utilizadas na análise da expressão dos 

genes Oxidase alternativa (AOX2) e Tioredoxina (TRX) por RT-qPCR. A expressão 

relativa destes genes foi diferencial entre os genótipos analisados (Figura 9A e 9B). Os 

dois genes antioxidantes foram regulados positivamente nas plantas do genótipo Desafio 

RR nas condições de estresse salino impostas. O gene AOX2 nesse genótipo foi induzido, 

0,49-fold e 1,27-fold nas respectivas doses de 75 e 150 mM NaCl. Por outro lado, no 
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genótipo BRS 232 foi observado a expressão negativa deste gene (Fig. 5B). O gene TRX 

também foi induzido no genótipo Desafio RR, 0,15-fold (75 mM NaCl) e 0,42-fold (150 

mM NaCl), e reprimido no BRS 232 (Figura 9). 

 

Figura 9. Expressão relativa dos genes AOX2 e TRX em folhas dos genótipos BRS 232 e 

Desafio RR 

 

Expressão relativa dos genes do metabolismo antioxidante, oxidase alternativa 

(AOX25.11) (b), Tioredoxina (TRX). Letras maiúsculas demonstram diferenças 

significativas entre os genótipos e letras minúsculas mostram diferenças entre os 

tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Cada barra representa a média de 

três réplicas independentes com barras de erro. 

 

 

5.12 Correlação de Pearson 

Os parâmetros avaliados no experimento II foram analisados por correlação. No 

genótipo Desafio RR altas correlações positivas (p≤0,01) foram observadas entre alguns 

parâmetros de crescimento e fisiológicos, como TAC e CHT, bem como, para as atividades 

das enzimas antioxidantes (CAT e SOD) e a expressão do gene AOX2 (Tabela 3). Essa 

correlação também acontece entre as quantificações de SOD, CAT e AOX2, e os 
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parâmetros de estresse oxidativo (MDA e H2O2). No genótipo BRS 232 é possível observar 

altas correlações negativas (p≤0,01) entre essas medidas de estresse oxidativo e a 

quantificação dos pigmentos fotossintéticos (CH e CAROT), bem como, entre a medida de 

MDA e o teor de massa seca total das plantas (MS). Ademais, avaliando o genótipo mais 

suscetível ao estresse salino (BRS 232), também ocorre correlação negativa significativa 

(p≤0,01) entre a expressão do gene AOX2 e o acúmulo de MDA, H2O2 e atividade das 

enzimas SOD e CAT (Tabela 3). 
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Tabela 3. Correlação de Pearson dos parâmetros fisiológicos, bioquímicos e genéticos 

 

NS: Não significativo; * (p≤0.05) e ** (p≤0.01): significância pelo teste de Tukey. Valores sombreados para 

a correlação do genótipo Desafio RR, valores em células não sombreadas para o genótipo BRS 232. 

CRA: conteúdo relativo de água; CH: clorofila total; CAROT: carotenoides; TAC: taxa de alongamento 

caulinar; TAR: taxa de alongamento radicular; MS: massa seca total; CARB: carboidratos; MDA: 

malondialdeído; H2O2: peróxido de hidrogênio; SOD: atividade da superoxido dismutase; CAT: atividade da 

catalase; AOX2: Alternative oxidase expressão; TRX: Tioredoxina expressão. 

  CRA CH CAROT TAC TAR MS CARB MDA H2O2 SOD CAT AOX2 TRX 

CRA X 0,886** 0,890** 0,645NS 0,631NS -0,370NS -0,733* -0,857** -0,819** -0,923** -0,873** -0,798** -0,566NS 

CH 0,427NS X 0,913** 0,854** 0,756* -0,454NS -0,901** -0,997** -0,952** -0,978** -0,986** -0,959** -0,719* 

CAROT 0,347NS 0,960** X 0,601NS 0,454NS -0,228NS -0,663NS -0,897** -0,794* -0,952** -0,875** -0,808** -0,634NS 

TAC 0,493NS 0,974** 0,884** X 0,907** -0,713* -0,982** -0,873** -0,936** -0,769* -0,905** -0,941** -0,664NS 

TAR 0,742* 0,704* 0,523NS 0,826** X -0,640NS -0,945** -0,768* -0,879** -0,688* -0,793* -0,848** -0,594NS 

MS 0,596NS 0,889** 0,769* 0,944** 0,924** X 0,676* 0,465NS 0,613NS 0,346NS 0,572NS 0,577NS 0,141NS 

CARB -0,552NS -0,974** -0,892** -0,991** -0,841** -0,961** X 0,914** 0,972** 0,834** 0,936** 0,963** 0,679* 

MDA -0,566NS -0,977** -0,913** -0,985** -0,811** -0,935** 0,991** X 0,958** 0,967** 0,985** 0,966** 0,720* 

H2O2 -0,455NS -0,997** -0,965** -0,972** -0,712* 0,890** 0,976** 0,980** X 0,923** 0,975** 0,978** 0,672* 

SOD -0,704* -0,923** -0,844** -0,945** -0,866** -0,949** 0,970** 0,971** 0,926** X 0,957** 0,914** 0,699* 

CAT -0,571NS -0,965** -0,918** -0,956** -0,785* -0,936** 0,980** 0,982** 0,967** 0,979** X 0,973** 0,692* 

AOX 0,599NS 0,887** 0,746* 0,943** 0,905** 0,937** -0,946** -0,935** -0,888** -0,909** -0,8836** X 0,787* 

TRX 0,620NS 0,248NS 0,027NS 0,405NS 0,707* 0,458NS -0,406NS -0,361NS -0,248NS -0,460NS -0,319NS 0,515NS X 
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6. DISCUSSÃO  

O estresse salino durante o estágio de crescimento vegetativo pode reduzir 

drasticamente a produção de matéria seca e o rendimento da soja (YASMIN et al., 2020; 

ZHANG et al., 2020). Essa redução pode ser influenciada por diversos fatores, como a 

variabilidade genética do material vegetal. Ou seja, diferentes genótipos de soja podem 

apresentar respostas distintas em relação à capacidade de tolerância ao estresse salino. 

Nosso primeiro objetivo foi investigar alguns efeitos da salinidade em sistema hidropônico 

(100 mM NaCl), comparando-se os genótipos BRS 232, BRS 511 e Desafio RR 

(screening). A massa seca total das plantas, eficiência quântica do fotossistema II (Fv/Fm), 

conteúdo relativo de água (CRA) e composição elementar nas folhas e raízes (Figura 1 e 

Tabela 2), indicam que as plantas do genótipo BRS 232 foram mais sensíveis ao estresse 

salino, principalmente devido à redução da massa seca, Fv/Fm e maior acúmulo de Na nas 

folhas e raízes (Figura 1 e Tabela 1). Por outro lado, no genótipo Desafio RR encontramos 

possíveis características de tolerância. 

A tolerância à salinidade de uma planta pode ser determinada com base na 

concentração de Na+ da folha, e também na capacidade da planta de manter altos níveis 

celulares de K+ (SHABALA & CUIN, 2008). Nesse sentido, o genótipo Desafio RR 

apresentou resultados satisfatórios para o balanço de Na/K nas folhas e raízes, 

diferentemente do observado para o genótipo mais suscetível ao estresse (BRS 232). Além 

disso, verificamos um aumento significativo do elemento Cl no genótipo BRS 232, 

principalmente nas folhas (Tabela 1). Íons Na+ e Cl- em excesso nas folhas atuam como 

inibidores da fotossíntese e do metabolismo de carboidratos, podendo provocar danos 

oxidativo e induzir a morte celular (LIN et al., 2018; NAJAR et al., 2018). 

A relação dos parâmetros Fv/Fm, balanço dos elementos Na/K e a diminuição dos 

níveis de Mg nas folhas das plantas do genótipo suscetível (Tabela 1), pode representar um 

provável dano no aparato fotossintético. O Fv/Fm reduzido unicamente no genótipo BRS 

232 pode estar relacionado com a alta concentração de Na+ e Cl- nas folhas, e diminuição 

do K e Mg e danos estruturais nas clorofilas (CHAVES et al., 2009; SADAK et al., 2020). 

A função fisiológica da fotossíntese possivelmente foi afetada e contribuiu para a formação 

de ERO. A redução da massa seca total (Figura 1) pode ser explicada pela redução na 

eficiência fotossintética e danos aos demais processos metabólicos (SHARMA et al., 2018; 

NAJAR et al., 2018).  
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O íon Na+ tem efeito adverso sobre o desenvolvimento das plantas, inibindo a atividade de 

várias enzimas do metabolismo antioxidante, respiratório e fotossintético (NAJAR et al., 

2018; ZHONG et al., 2016). Sendo assim, a manutenção do crescimento normal das raízes 

e a parte aérea sob condições de estresse pode demonstrar uma possível tolerância ao 

estresse salino (FLOWERS & HAJIBAGHERI, 2001; SONG et al., 2017). Dessa forma, 

mesmo com o aumento dos níveis de Na nas folhas, observado em 100 mM NaCl (Tabela 

1), a massa seca das plantas e as taxas de alongamento (TAR e TAC) avaliadas no 

experimento com 150 mM NaCl foram significativamente superiores no genótipo Desafio 

RR (Figura 3), corroborando com os possíveis indicativos de tolerância. 

A relação dos conteúdos de clorofila e carotenoides estão diretamente ligada a 

capacidade da planta de se desintoxicar de ERO induzidas sob estresse 

(BORJAS‐VENTURA et al., 2020). Apesar da considerável redução dos pigmentos 

fotossintéticos (clorofilas a e b, carotenoides) em ambos os genótipos no tratamento com 

150 mM NaCl, o genótipo Desafio RR apresenta valores médios estatisticamente 

superiores ao BRS 232 (Figura. 4A - D). 

O ajuste osmótico, como tentativa de minimizar a perda de água é considerado um 

dos principais processos de adaptação para a maioria dos vegetais frente à salinidade. 

Muitas espécies de plantas acumulam carboidratos, como osmólito compatível quando 

submetidas aos estresses ambientais (BLUM, 2017; BOROVIK et al., 2019). O conteúdo 

de carboidratos solúveis totais teve um acréscimo significativo nos dois genótipos nas 

concentrações de 75 e 150 mM de NaCl (Figura 6). Comparando-se os dois genótipos, o 

BRS 232 apresentou valores médios significativamente superiores na dose de 150 mM. 

Com base nos valores de CRA, aumento do conteúdo de carboidratos em BRS 232 e o 

acentuado incremento de açúcares no genótipo Desafio RR (242% em relação ao controle) 

submetido a 150 mM, constata-se que tais alterações metabólicas nessas plantas são 

importantes para a manutenção do nível de água da folha e ajustamento osmótico nas 

células (ZHONG et al., 2016). A alta correlação negativa (p≤0,01) entre os conteúdos de 

clorofilas totais e carboidratos em ambos os genótipos (Tabela 3), indica que o estresse 

salino pode induzir a redução da concentração de clorofilas totais e o aumento do teor de 

carboidratos solúveis nesses genótipos. Dessa forma, os açúcares disponíveis atuam na 

osmoregulação e também são destinados como forma de substrato/energia e proteção em 

outros processos metabólicos (SCHEIBE, 2019). 

O H2O2 produzido em resposta à atividade da SOD ou de outros mecanismos 

celulares, teve um aumento significativo em ambos os genótipos no tratamento com 150 

mM NaCl. Esse aumento foi mostrado principalmente no genótipo BRS 232 (Figura 7B). 
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Vale ressaltar que o H2O2 também tem um papel fundamental de sinalização celular (AN et 

al, 2020; LIU et al., 2020a), porém, quando avaliamos os valores de MDA no mesmo 

tratamento, nota-se o aumento do estresse oxidativo nas plantas de soja, principalmente no 

genótipo BRS 232 (Figura 7A). A correlação positiva (p≤0,01) entre H2O2 e o MDA em 

ambos os genótipos pode indicar que o peróxido produzido realmente está provocando 

danos à membrana das células (GRATÃO et al., 2015; CHUNG et al., 2019). 

O aumento das atividades enzimáticas de SOD e CAT, que tem como funções 

dismutar o superóxido em H2O2, o qual será reduzido em água e oxigênio pela ação das 

peroxidases como a catalase (Figura 9) é similarmente proporcional aos níveis de 

expressão dos genes AOX2 e TRX no genótipo Desafio RR (Figura 9, Figura 10) sob 75 e 

150 mM NaCl. Os resultados de RT-qPCR comprovam que nesse genótipo, o investimento 

na expressão de AOX2 pode estar contribuindo para a regulação do processo de formação 

de ERO e redução do dano celular. Esse gene atua em uma das principais vias da redução 

de superóxido (O2), através do controle de vazamento de elétrons da cadeia transportadora 

(mETC), evitando sua formação e contribuindo para a conversão diretamente em água 

(SCHEIBE, 2019; BOROVIK & GRABELNYCH, 2018). A enzima AOX pode também 

estar envolvida em outros importantes processos celulares, como na otimização da 

performance fotossintética e da respiração (DEL‐SAZ et al., 2016; DING et al., 2018). 

Além disso, sabe-se que algumas moléculas sinalizadoras, como óxido nítrico, jasmonato e 

íons de Ca podem induzir genes AOX por várias vias de sinalização, dependentes e 

independentes de ERO (FENG et al., 2013). Curiosamente os níveis de Ca nas raízes e 

folhas do genótipo Desafio RR foram aumentados, com diferença significativa entre os três 

genótipos avaliados em 100 mM NaCl (Tabela 2). 

Acredita-se que a AOX está diretamente ligada e regula as mais diversas vias 

antioxidantes, assim como seu papel no metabolismo do carbono e na regulação de alguns 

fitohormônios fundamentais em respostas fisiológicas ao estresse (DING et al., 2018; 

MURIK et al., 2019, SELINSKI et al., 2018, SOARES et al., 2019). Estudos sugerem sua 

relação com o malato e com as enzimas SOD, CAT e APX durante o estresse osmótico, 

por temperatura e em exposição ao glifosato (DINAKAR et al., 2016; SOARES et al., 

2019). A sua relação com a produção de brassinosteróides já foi relatada em estresse salino 

(LI et al., 2018; WEI et al., 2015; YAO et al., 2017; ZHU et al., 2018).  

Ademais, as tioredoxinas (TRXs) regulam uma variedade de vias de sinalização 

metabólica e estão envolvidas na defesa antioxidante, regulação de transcrição e reparo de 

proteínas (LI et al., 2019). Sendo amplamente distribuídas na maioria das células e estão 

envolvidas em uma variedade de reações redox celulares e como doadoras de elétrons para 
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peroxiredoxina (Prx) e glutationa peroxidase (GPX) para reduzir H2O2 para H2O (DOS 

SANTOS & REY, 2006; VANACKER et al., 2018).  

A indução do gene TRX no genótipo Desafio RR e repressão no genótipo BRS 232 

também explica o balanço de H2O2 nas células foliares dessas plantas (Figura. 5B – C). As 

atividades TRX são importantes para a tolerância ao estresse por deficit hídrico e na 

desintoxicação de ROS (VANACKER et al., 2018), e em ervilha, a expressão de TRX foi 

induzida em resposta ao estresse salino em curto prazo (MARTÍ et al., 2011). Essa 

indução, também já verificada para algumas TRXs em Arabidopsis thaliana submetida a 

estresses biótico e abiótico (LALOI et al., 2004; MEYER et al., 2005; SHIN et al., 2020), 

indica, por exemplo, que TRX1 esta envolvida nas respostas de defesa da soja em apenas 

nos genótipos altamente resistentes ao estresse biótico (SHIN et al., 2020). Ressalta-se que 

mais respostas acerca do papel dos genes AOX e TRX em soja frente ao estresse salino 

precisam ser investigadas. 

Efeitos da salinidade no desenvolvimento das folhas são relatados, as injúrias 

induzidas por sais podem ocorrer por efeitos tóxicos e de deficiência de nutrientes 

(SIVRITEPE et al., 2003, GÓMEZ et al., 2019; LIU et al., 2020b). Se a concentração 

excede os níveis de tolerância da planta, o amarelecimento e morte de folhas mais velhas 

são observados (LIU et al., 2020b; MUNNS & TESTER, 2008). Mudanças verificadas no 

fenótipo foliar dos genótipos submetidos a 150 mM NaCl (Figura. 2A), corroboram com 

muitos indicativos de tolerância do genótipo Desafio RR. Nesse genótipo, vias distintas de 

sinalização estão modulando as respostas antioxidantes mediadas por SOD, CAT, AOX2 e 

TRX, contribuindo sobremaneira para a homeostase osmótica nas células foliares. A 

correlação positiva (p≤0,01) entre o teor de carboidratos, H2O2, MDA e componentes 

antioxidantes (SOD, CAT, AOX e TRX) (Tabela 3), indicam que o estresse oxidativo 

induzido pela salinidade (150 mM) nas plantas do genótipo Desafio RR está sendo aliviado 

por mecanismos bioquímicos e moleculares que contribuem para sua melhor capacidade de 

crescimento/tolerância ao estresse (Figura 10). 
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Figura 10. Comparação morfológica, bioquímica e aspecto genéticos entre folhas de soja 

dos genótipos BRS 232 e Desafio RR sob estresse salino de 7 dias 

 

Fenótipo das folhas (a); expressão relativa dos genes do metabolismo antioxidante, oxidase 

alternativa (AOX2) (b), tioredoxina (TRX) (c) e um modelo da resposta antioxidante no 

genótipo Desafio RR sob estresse de 150 mM de NaCl (d);  A) genótipo BRS 232; B) 

genótipo Desafio RR ; Setas vermelhas indicam redução e setas verdes aumento. 

 

7. CONCLUSÃO 

Os genótipos BRS 232 e Desafio RR são contrastantes em relação ao estresse 

salino. A concentração de 150 mM NaCl afetou mais severamente o desenvolvimento do 

genótipo BRS 232, com folhas fenotipicamente alteradas e crescimento prejudicado. Em 

plantas do genótipo Desafio RR, potencialmente mais tolerante ao estresse salino, 

verificamos melhor distribuição dos elementos químicos e, manutenção de funções 

fisiológicas importantes para a fotossíntese sob o estresse salino. Além disso, sob 

condições de estresse salino, o genótipo Desafio RR demonstrou eficiente controle do 

estresse oxidativo (menor conteúdo de H2O2 e MDA) em função da modulação da 

atividade de enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e maior expressão dos genes AOX2 e 

TRX. 
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