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NAKAYAMA, THIAGO JONAS.Analise do Perfil Transcricional de Genes
Responsivos ao Encharcamento do Solo em Raizes de Soja Submetidas a
Hipoxia. Dissertacdao de Mestrado em Genética e Biologia Molecular - Universidade
Estadual de Londrina.

RESUMO

Em raizes de duas cultivares de soja contrastantes quanto a tolerancia ao
encharcamento do solo, foram avaliados, via qPCR, os efeitos da hipoxia sobre o
perfil transcricional (0,5h, 4h e 28h) de genes envolvidos no catabolismo da
sacarose, fermentacdo alcodlica, respiragao alternativa, detoxicacdo de ROS e
sinalizagdo. Raizes das plantulas em estadio de desenvolvimento V1 foram
mantidas sob tratamentosde normoxia e hipoxia em solucédo hidropbénica. Todos os
dez genes avaliados apresentaram expressdo diferencial estatisticamente
significativa em pelo menos um dos tempos analisados. Entretanto,nitrato redutase,
invertase, catalase e prolina-4-hidroxilaseforam pouco responsivas a hipoxia;
diferente da alcool desidrogenase, hemoglobina nao-simbionte, sacarose sintase,
oxidase alternativa, ascorbato peroxidase etrealose-6-fosfato sintase.A hipoxia
resultou na superexpressao dos genes ADH e AOX, e em maior intensidade na
cultivar sensivel (BR 4).De um modo geral, quando comparado aoutras espécies
vegetais, o perfil transcricional dos genesaqui estudadosem sojamostra-se mais
parecido ao observado em espécies sensiveis ao encharcamento do solodo que em
espécies tolerantes. Supbe-se uma intricada relacdo de causa e efeito entre os
genes das diferentes rotas metabdlicas, sugerindo o envolvimento de metabdlitos,
tais como piruvato, ROS e RNSna modulagdo da expressdo dos genes aqui
estudados.

Palavras-chave: Glycine max. qPCR.Hipoxia.



NAKAYAMA, THIAGO JONAS.Transcriptional Profile Analysis of Genes
Responsive to waterlogging in Roots of Soybean Subjected to Hypoxia.
Dissertation(Master’s degree)inBiology and Genetics - Universidade Estadual de
Londrina.

ABSTRACT

The effects of hypoxia on the transcriptional profile (0,5h, 4h e 28h) of genes involved
in sucrose catabolism, alcoholic fermentation, alternative respiration, detoxification of
ROS and signaling were evaluated, by gPCR, in roots of two waterlogging tolerance
contrasting soybean cultivars. Roots of seedlings in growth stage V1 were kept under
normoxia and hypoxia in hydroponic solution (0,5h, 4h e 28h). All ten genes
evaluated showed statistically significant differential expression in at least one of the
times analyzed. However, nitrate reductase, invertase, catalase and proline-4-
hydroxylase were less responsive to hypoxia; different from alcohol dehydrogenase,
non-symbiotic hemoglobin, sucrose synthase, alternative oxidase, ascorbate
peroxidase and trehalose-6-phosphate synthase. The hypoxic condition resulted in
overexpression of ADH and AOX genes, and in greater intensity in the sensitive
cultivar (BR 4). In general, when compared to other plant species, the transcriptional
profile of genes in soybean is more similar to that observed in waterlogging sensitive
species than to the one in tolerant species. The results pointed for an intricate cause-
effect relationship among genes from different metabolic pathways, indicating the
involvement of metabolites such as pyruvate, ROS and RNS in modulating the
expression of the genes studied here.

Keywords: Glycine max. qPCR. Hypoxia.
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento comum que a monocultura intensiva faz mau uso
dos nutrientes do solo, favorece a multiplicagédo de pragas e o desenvolvimento de
doencas. Esses problemas diminuem a rentabilidade devido a redugdo na
produtividade das culturas agricolas e ao aumento dos gastos com fertilizantes e
defensivos. Um exemplo desta situacdo problematica € a monocultura do arroz
irrigado no estado do Rio Grande do Sul, onde o cultivo ininterrupto do arroz provoca
a multiplicacdo de plantas daninhas. Como medidas, os sistemas de pousio ou de
rotac&do arroz irrigado x pecuaria de corte extensiva mostram-se uma opgao restrita,
pois subutiliza e degrada ainda mais os solos de varzea. Assim, um sistema misto
arroz x culturas de sequeiro (entre elas, a da soja) é uma alternativa em potencial.

Com a incorporagao da cultura da soja nas areas de varzea, além
das vantagens ambientais (reducédo de insumos devido ao melhor uso dos nutrientes
do solo e ao controle de invasoras, insetos e doengas), € uma forma de aumentar a
eficiéncia do sistema produtivo de varzeas porque a soja € uma commodity e tem
multiplas finalidades, dentre as quais a produgao de biodiesel, produto promissor
para o futuro energético.

Entretanto, quando a soja € cultivada em terras de arroz, o excesso
de agua no solo pode comprometer a produtividade da mesma. Plantas de soja
podem apresentar clorose foliar, cessamento do crescimento ou mesmo morrerem
quando em solos alagados (RHINE et al., 2010).

Visando melhor expressar o potencial produtivo da soja nas areas de
varzea, medidas para mitigar os danos causados pelo encharcamento do solo vém
sendo desenvolvidas para a leguminosa. A exemplo, tem-se 0 manejo da agua por
meio da construcdo de sulcos/camalhdes, que atenuam a ineficiente drenagem
natural dos solos hidromorficos (SILVA et al., 2008), assim como a aplicagédo de
produtos de acéo fisioldgica como inibidores de etileno, que diminuem os abortos
florais (THEISEN et al., 2008).

Apesar disso, a maximizagao do desempenho da cultura da soja em
areas de varzea, objetivando maiores rendimentos a baixos custos, depende do
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao estresse de alagamento. O
conhecimento detalhado das alteragbes morfo-fisioldgicas e das cascatas de

modificagdes moleculares que ocorrem nas plantas em resposta as mudancgas fisico-
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quimicas e biologicas resultantes do alagamento é fundamental para uma maior
rapidez e eficiéncia na producdo de cultivares de soja tolerantes ao alagamento.
Portanto, € importante a identificagdo de genes envolvidos nos mecanismos de
tolerancia ao alagamento, os quais poderao ser diretamente usados na obtengao de
Organismos Geneticamente Modificados (OGM), ou ainda no uso de marcadores
moleculares em programas de melhoramento via selegdo assistida, visando ao
desenvolvimento de cultivares de soja mais tolerantes a este estresse.

Neste enfoque, o presente trabalho, parte de um projeto maior
(Prospecgao de genes para tolerancia ao estresse de encharcamento em soja)
liderado pela Embrapa Clima Temperado, tem por finalidade contribuir na
caracterizagao molecular de mecanismos de tolerancia envolvidos no estresse de
alagamento. Fundamentado na literatura cientifica, dez genes foram escolhidos para
analise de perfil transcricional em raizes de duas cultivares de soja (contrastantes
quanto a tolerancia ao alagamento) cujos sistemas radicularesforam submetidos a

hipoxia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e |dentificar e caracterizar genes envolvidos nos mecanismos de

resposta ao estresse de hipoxia em raizes de soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Nas cultivares BR 4 (sensivel) e Embrapa 45 (tolerante), avaliar
o perfil transcricional dos genes ADH, SUSY,INV, NR, nsHB, AOX, CAT, APX, P4H e
TPS via qPCR.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 REGIOES ALAGAVEIS

Eventos de alagamento ocorrem comumente em grandes areas do
mundo, afetando o crescimento e a distribuicdo das plantas terrestres, e levando a
perdas de produtividade de muitas espécies de interesse agronémico visto que a
maioria das culturas ndo foi selecionada para tolerar o estresse de alagamento
(GEIGENBERGER, 2003). Eventos de alagamento frequentemente ocorrem em
solos rasos, em areas de varzea, também devido ao excesso de chuva ou ao rapido
derretimento da neve (SAIRAM et al., 2008; SHI et al., 2008). O alagamento ainda
pode ocorrer em regides aridas através de irrigagdo excessiva (VARTAPETIAN;
JACKSON, 1997).

Na Australia ha grandes areas sujeitas aos eventos de alagamento,
problema que pode causar perdas da ordem de 360 milhdes de ddlares por ano. A
maior parte do trigo australiano é cultivado em solo duplex, formado de uma camada
de areia sobre uma base relativamente impermeavel composta de argila, que, com a
ocorréncia de chuva, faz o entorno do sistema radicular saturar de agua. No oeste
australiano, dois milhées de hectares cultivados com trigo estdo sujeitos ao
alagamento e, dependendo da magnitude da precipitagdo pluviométrica, a redugéo
da produtividade pode variar de 10% a mais de 50%. Quanto ao algodao australiano,
90% sao cultivados através de irrigacao, mas quando ocorrem eventos de chuva
durante ou apos a irrigacéo, o alagamento pode ser severo, e, em média, ha perdas
de 11% da produgdo (DENNIS et al., 2000). Em casos severos, as perdas da
produtividade do algodao podem chegar a 40% (HODGSON; CHAN, 1982).

O alagamento é subdividido em encharcamento, onde somente a
raiz € alagada; ou em submersdo total, em que a planta inteira fica submersa. A
cultura do arroz, segundo maior produto agricola do mundo, é prejudicada pelo
alagamento por submersdo. Isso ocorre principalmente em regides tropicais
propensas ao alagamento de mongdes, incluindo algumas das regides produtoras de
arroz mais pobres do mundo, tais como as do leste da india. Na América do Norte e
na Europa Central, também ha problemas de encharcamento em regides cujo solo
tem textura argilosa (DENNIS et al., 2000). Nos EUA, estima-se que o alagamento

afete 12% dos solos agriculturaveis (BOYER, 1982). No Japao, a ocorréncia de
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alagamento é frequente na cultura da soja, visto que além de chuvas recorrentes,
vem-se utilizando antigos arrozais para a cultura da mesma. S6 em 2003, em torno
de 85% da soja produzida no Jap&o foi cultivada em antigos arrozais (Ministry of
Agriculture, Forestry and Fisheries of Japan, Crop Statistics Section, 2004).

No Brasil, estima-se que cerca de 28 milhdes de hectares estao
sujeitos ao encharcamento (solos aluviais e hidromoérficos) (MAGALHAES et al.,
2005). Grande parte dessas areas encontra-se na regido dos Cerrados e outra
parcela (6,8 milhdes de ha), na regido Sul. O Estado do Rio Grande do Sul
apresenta ecossistemas variados, dentre eles o de varzea, que ocupa 20% do
territério gaucho (REIS, 1998), o equivalente a 5.400.000 ha. Estas areas constituem
um recurso produtivo do setor primario da economia que deve ser melhor explorado,
visto que sao utilizadas basicamente com o cultivo do arroz irrigado e com a
pecuaria de corte extensiva, ndao raramente sendo subutilizadas (MARCHEZAN et
al., 2002).

3.2 ALTERACOES NA COMPOSICAO E NA ESTRUTURA DO SOLO

Embora todas as plantas necessitem de agua para o crescimento e
desenvolvimento, o excesso desta no solo pode ser danoso ou até letal para as
plantas terrestres porque bloqueia a troca de oxigénio (O) e de outros gases entre o
solo e a atmosfera (DREW, 1997) além de alterar a concentragdo de microelementos
(SETTER et al., 2009). A difusdo do O, na agua é 1 x 10* vezes menor do que no ar
(ARMSTRONG; DREW, 2002), e O, remanescente no solo € consumido em
processos aerobicos da raiz e dos microrganismos do solo, resultando num solo com
pressdo parcial de O, extremamente reduzida (ERNST, 1990; KIRK, SOLIVAS,
ALBERTO, 2003). Nessas condigdes, importantes processos microbianos
dependentes de O, tais como a nitrificagdo (GUTKNECHT; GOODMAN; BALSER,
2006), processo composto de duas etapas na formagédo de nitrato a partir de
amoénio, ndo persistem por muito tempo. Além disso, substancias téxicas originadas
do metabolismo anaerdbico bacteriano (acido sulfidrico, acidos alifaticos de cadeia
curta, como o acido férmico, acético, propiodnico e o butirico) se acumulam (DREW;
LYNCH, 1980).

Diferentes grupos de bactérias usam compostos inorganicos como

aceptores de elétrons em uma sequéncia bem definida de processos anaerdbicos de
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oxirredugao, intensificando a reducdo do potencial redox do solo (BLOM;
VOESENEK, 1996). O primeiro processo anaerdbico que ocorre € a redugao de
nitrato (NO3") a aménio (NH,"), seguido pela redugdo de 6xidos de manganés e de
ferro, respectivamente (ERNST, 1990; KIRK; SOLIVAS; ALBERTO, 2003); e esses
ions reduzidos sdo toxicos para as plantas. Em potenciais redox entre -75 e -150
mV, o sulfato (SO4%) é reduzido a sulfito (SOs%) por diversos géneros de bactérias
estritamente anaerodbicas e o sulfito entra aparentemente sem nenhum controle na
planta, podendo alcancgar niveis de toxidez (KOCH; MENDELSSOHN, 1989).

Ao passo que em solos ndo alagados a concentragdo de gas
carbdnico (CO;) é em torno de 1 % (v/v) (BORU et al., 2003), em solos alagados
pode chegar a 50% (v/v) do total de gases dissolvidos, tornando-se danoso para as
plantas (PONNAMPERUMA, 1972). Esse aumento na concentracdo de CO;
depende do tipo de solo, da quantidade de matéria organica e da atividade
microbiana (BOUMA et al., 1997).

Outro efeito do alagamento € a mudanga do estado fisico do solo
através da quebra de grandes agregados em particulas menores (ENGELAAR et al.,
1993). Quando o nivel da agua abaixa, essas partes menores se rearranjam em uma
estrutura mais densa, criando poros com diametros menores, gerando menor
concentracdo de O2 e maior resisténcia mecanica para o crescimento da raiz
(ENGELAAR et al., 1993).

3.3 CONSEQUENCIAS AGRONOMICAS NA SOJA

Segundo Setter e Waters (2003), a caracteristica de tolerancia ao
alagamento é diretamente relacionada a sobrevivéncia ou a sustentacédo da taxa de
crescimento, acumulo de biomassa e produg¢ao de graos sob alagamento em relagao
a condicdo ndo alagada. Nesse contexto, a soja € considerada sensivel ao
alagamento, principalmente durante a germinacdo e nos estadios vegetativo e
reprodutivo iniciais (GITHIRI et al., 2006). Em sementes de soja, a injuria induzida
pelo alagamento pode ocorrer antes da protrusdo da radicula. Durante a embebicao
da semente, ha absor¢do excessiva de agua, e como consequéncia, o rompimento
fisico da mesma (NAKAYAMA et al., 2004). Em trabalho realizado por Sung (1995),
0% e 50% das sementes de soja emergiram quando submetidas a 48 h e 24 h de

alagamento, respectivamente.
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O encharcamento do solo é mais prejudicial a produtividade da soja
quando esta se encontra em estadios reprodutivos do que em estadios vegetativos
(RHINE et al., 2010). Scott et al. (1990)observaram redugao de 12%na produtividade
quando plantulas de soja em estadio V1 (estadio de desenvolvimento da soja em
que as folhas unifolioladas estdocompletamente desenvolvidas) sdo submetidas a
sete dias de encharcamento do solo; e em R2 (florescimento pleno), a produgao
reduziu 56%. A produtividade da soja reduziu 89 e 129 kg.ha™' por dia de estresse de
encharcamento no estadio vegetativo e reprodutivo, respectivamente (SCOTT et al.,
1989). VanToai et al. (2010) observaram que duas semanas de encharcamento em
estadio R2 pode reduzir em 100% a produtividade da soja.

Segundo Linkemer, Board e Musgrave (1998), a diminuigdo da
quantidade de ramos € a principal causa da perda de produtividade quando o
encharcamento ocorre no estadio V2 (primeira folha trifoliolada encontra-se
completamente desenvolvida); ja em R1(inicio do florescimento) e em R5 (inicio do
enchimento do gréo), sdo a reducdo da quantidade de vagens por no reprodutivo,
devido ao aborto floral (SIONIT; KRAMER, 1977), e a diminuicdo do tamanho dos

graos, respectivamente.
3.4 RESPOSTAS DAS PLANTAS
3.4.1 Sinalizacao

As plantas necessitam perceber, sinalizar e promover alteragdes
bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas adequadas para sobreviverem e se
desenvolverem frente as alteragées decorrentes do alagamento. Porém, pouco é
conhecido principalmente sobre os mecanismos de percepcgao e de sinalizagao das
células vegetais em resposta ao déficit de O..

Em geral, um dos principais efeitos do alagamento é a diminui¢cdo da
disponibilidade de O, para a parte submersa da planta. O efeito da limitacdo de O
no metabolismo celular € dependente daconcentragdo, sendo que em normoxia a
respiragdo aerobica procede normalmente e a maior parte dos ATPs € gerada via
fosforilagdo oxidativa. Ja a hipoxia ocorre quando a diminuicdo de O, disponivel
comega limitar a producdo de ATPs oriundos da fosforilagdo oxidativa [reduz a

capacidade de a Citocromo c oxidase (COX) doar elétrons ao O3], e anoxia quando
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ATPs nao sao produzidos pela fosforilagdo oxidativa devido a auséncia de O
disponivel (condicdo em que a COX nao doa elétrons efetivamente para o Oy)
(IGAMBERDIEV; HILL, 2009).

Vale ressaltar que células de tecidos que possuem alta taxa
metabdlica, como o floema e meristema de raiz, estdo sujeitas a sofrer hipoxia sob
condi¢cdes normais de crescimento e de desenvolvimento. Nesses tecidos, a taxa de
entrada de O via difusdo ndo é suficiente para manter o consumo de oxigénio
(GEIGENBERGER, 2003) visto que, diferente dos animais, plantas carecem de um
ativo sistema de distribuicdo de oxigénio para os tecidos.

Bailey-Serres e Chang (2005) sugerem que a sensibilidade ao déficit
de O, em bactérias, fungos, metazoarios e plantas envolve multiplos sensores
diretos/ indiretos e vias de transdugdo de sinais que se interagem ou sé&o
independentes, e que a diversidade nas respostasé resultante de respostas
cruzadas entre um ou mais sensores e vias de sinalizagao.

Em animais, as enzimas prolina hidroxilases consumidoras de O
(PHDs) sao sensores diretos da disponibilidade de O,. Sob condi¢gdes de normoxia,
as PHDs catalisam a hidroxilagdo de dois residuos prolina presentes em HIF-a
(Hypoxia inducible factor a, - subunidade de um fator de transcrigdo heterodimérico
que regula aclimatagado ao déficit de O), o qual é subsequentemente degradado
(GUZY; SCHUMACKER, 2006). Sob anoxia, ha a inibicdo da atividade da PHD e
acumulo do HIF1a, sendo a auséncia de O, suficiente para inibir diretamente a
atividade da PHD. Porém, sob hipoxia, € necessaria a acado adicional das ROS
(Reactive oxygen species) para ocorrer inibicdo da atividade da PHD e estabilizagdo
de HIF1a (Figura 1).
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Figura 1- Agao regulatéria das Prolina hidroxilases consumidoras de O, (PHD) no
HIF-a (Hypoxia inducible factor a) sob normoxia e hipoxia.
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Sob normoxia, PHD hidroxila dois residuos de prolina presentes no HIF-a, sinal para este ser
ubiquitinizado e degradado no proteossomo. Sob anoxia, ou hipoxia com presenga de ROS, ha a
inibicdo da atividade catalitica da PHD e o subsequente acumulo de HIF-a. Esta dimeriza-se com
HIF-B, desencadeando eventos de indugéo e represséo de diversos genes (Schumacker, 2005).

Embora plantas n&o possuam ort6élogo de HIF1a, mRNAs de PHD
sdo fortemente induzidos sob déficit de O, em choupo (Populus trichocarpa)
(KREUZWIESER et al., 2009) e em arroz (LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007).
Ha indicacao de que existe acao direta da PHD no inicio da sinalizagado ao déficit de
O, em plantas, visto que plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
superexpressando de forma constitutiva uma das isoformas de PHD (AtP4H1),
mesmo sob normoxia, apresentam alteragcbes moleculares e estruturais tipicas de
quando sdo submetidas ao déficit de O, (ASIF et al., 2009).

Em plantas, estudos apontam envolvimento de ROS na resposta ao
déficit de O, (LIU et al., 2005; LORETI et al., 2005; LASANTHI-KUDAHETTIGE et
al., 2007). Sua sintese pode ser tanto via complexo Ill da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial (RHOADS et al., 2006) quanto via xantina oxidase acetaldeido
dependente (SAIRAM; KUMUTHA; EZHILMATHI, 2009) devido, respectivamente, ao
aumento na vida média de radicais semiquinona (SUN; TRUMPOWER, 2003) e ao
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aumento da concentracdo de acetaldeido, proveniente da etapa inicial da
fermentacao alcodlica. Entre as diversas participacdes, sugere-se que ROS estejam
também envolvidos na transdugéo de sinal via ROP (Proteinas Rho em plantas) e no
controle da liberagdo de Ca?* mitocondrial para o citosol, alterando os perfis de
expressao génica (RHOADS et al., 2006).

Trabalhos mostram que a redugdo do conteudo de ATP, o declinio
no pH citosdlico, assim como mudangas nos niveis de metabdlitos, tais como a
sacarose (BAILEY-SERRES; CHANG, 2005), o oxido nitrico (NO) (CAPONE;
TIWARI; LEVINE, 2004), o etileno e outros fitohormbénios (STEFFENS; WANG;
SAUTER, 2006) estejam envolvidos como moduladores da transdugcao de sinal na

resposta a aclimatagao sob déficit de O, (Figura 2).

Figura 2 - Percepgao e sinalizacdo da resposta a diminuicdo de O, em células
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O mecanismo de percepcgéao direta ao O, ndo é conhecido, embora seja indicado o envolvimento da
prolina-4-hidroxilase. Ja a percepgéao indireta € modulada via mudancgas no pH e na concentragao de
Ca®" citoplasmaticos, aumento na relacdo ADP/ATP, e producdo de ROS, entre eles, NO e H,0,. A
intensificagdo da expressao do gene ADH e da produg¢do de ROS sucede-se com o aciumulo de ROP-
GTP, o qual é atenuado (hidrélise do GTP) pelo ROPGAP, mecanismo de retroalimentagdo negativa
analogo a um reostato, controlando a produgcdo de ROS e de ADH. Quanto as respostas morfo-
anatdbmicas, € observado o envolvimento de fitohorménios. Evidéncias mostram sobreposigdo de
sinalizagao entre as vias de resposta (BAILEY-SERRES; CHANG, 2005).
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3.4.2 Alteracdes Metabdlicas

O gas oxigénio € de grande importancia para as plantas porque,
além de necessario em vias metabdlicas, como as da biossintese de esterol e de
acidos graxos, € o aceptor final de elétrons na via da fosforilagdo oxidativa, a qual
fornece a maioria dos ATPs usados no metabolismo celular, e regenera NAD" de
NADH (GEIGENBERGER, 2003).

Comparado com as 30 a 36 moléculas de ATP produzidas durante a
fosforilagdo oxidativa, o rendimento liquido produzido em nivel de substrato é de
somente duas a quatro moléculas de ATP por molécula de glicose. Assim,
dependendo da demanda por energia, tecidos anaerdbicos podem sofrer crise
energética (BAILEY-SERRES;VOESENEK, 2008). Na necessidade de gerar energia
sob anaerobiose, ha o aumento do fluxo glicolitico e estimulo da fermentagao. Esta
regenera NAD®, processo importante porque o aumento do fluxo glicolitico e a
diminuicdo da respiracdo aerdbica resultam num aumento na razdo NADH/NAD"
(KREUZWIESER et al., 2009). A enzima glicolitica GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) requer NAD" para a reagdo enzimatica, e a reciclagem dessa
coenzima é necessaria para sustentar o continuo fluxo glicolitico (FUKAO; BAILEY-
SERRES, 2008).

Muitas plantas ativam a fermentacdo do acido latico como reacéo
inicial a privacdo de O,. O acumulo de lactato contribui na diminuicdo do pH
citosélico (ROBERTS et al., 1984), causando perda da atividade 6tima da enzima
lactato desidrogenase (LDH) (HANSON; JACOBSON, 1984), e a fermentagcédo do
acido latico é sobrepujada pela fermentagdo alcodlica (ROBERTS et al., 1984).
Sabe-se que plantas tolerantes ao alagamento tém a via de fermentagao alcodlica
ativada, e que mutantes ADH nulos sdo mais sensiveis ao alagamento (KENNEDY;
RUMPHO; FOX, 1992). Porém, os contras das duas vias fermentativas sdo que o
etanol difunde-se rapidamente para fora das células, causando perdas consideraveis
de carbono durante o estresse de déficit de O,, e o lactato pode causar toxidez
celular (ROCHA et al., 2010).

Muitas espécies vegetais acumulam altas concentra¢des de alanina
(Ala) sob condigdo de anoxia sem intoxicar as células (MIYASHITA et al., 2007).
Rocha et al. (2010) propéem uma inter-relacdo do acumulo de Ala com a

reorganizagao do ciclo do acido citrico (TCA), havendo producao de ATPs através
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da oxidagdo do 2-oxoglutarato em succinato, e renovagdo de NAD* com a producéo
de malato (Figura 3). O aumento da concentracdo de alanina e as alteragdes no
TCA contribuem para a diminuicdo da concentracdo de piruvato, evitando
interferéncia na inibicdo da respiragdo induzida pela hipoxia (GUPTA; ZABALZA;
VAN DONGEN, 2009; ZABALZA et al., 2009).

Figura 3 - Acumulo de alanina e reorganizacdo do TCA (ciclo do acido citrico) na
condicao de encharcamento do solo.
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O acumulo de piruvato & amenizado via AlaAT (Alanina aminotransferase), produzindo alanina e 2-
oxoglutarato. Este pode ser usado pela OGDH (2-oxoglutarato desidrogenase) e pela succinato CoA
ligase para produzir succinato e ATP. Succinato se acumula porque o TCA encontra-se bloqueado
devido a limitagdo de O, na reagédo catalisada pela SDH (succinato desidrogenase). O NAD"
mitocondrial necessario para oxidar 2-oxoglutarato pode ser reciclado pela enzima MDH (malato
desidrogenase dependente de NADY), que obtém o substrato via PEPC e/ou AspAT
(fosfoenolpiruvato carboxilase e Aspartato aminotransferase, respectivamente). Reservas de
glutamina e de aspartato sdo consumidas para manter alimentando a inter-relagdo da sintese de Ala
com a reorganizagao do TCA (Rocha et al., 2010).
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Em geral, a alta taxa fermentativa aumenta a demanda por
carboidratos, sugerindo que o suprimento de agucares seja critico a sobrevivéncia
da planta sob condigéo prolongada de hipoxia (KREUZWIESER et al., 2009). Sairam
et al. (2009) mostraram que, em Vigna radiata, o gendétipo tolerante ao alagamento
possui maior concentracdo de carboidratos na raiz e eficientes mecanismos
metabdlicos relacionados com a mobilizacdo de carboidratos e vias fermentativas,
resultados contrastantes aos observados no genotipo sensivel.

Segundo Geigenberger (2003), sdo adaptativas as estratégias que
priorizam rotas metabdlicas que fazem uso mais eficiente da energia e as que
diminuem o consumo de O, pois conservam ATP e retardam o inicio da anoxia,
respectivamente. Exemplo referente a economia de energia € a quebra de uma
molécula de sacarose envolvendo a agao da SUSY (Sintase da sacarose) e da
UGPase (UDP-glicose pirofosforilase), requerendo apenas uma molécula de
pirofosfato (PPi); enquanto a acéo da invertase e da hexoquinase necessita de duas
moléculas de ATP para que ocorra a hidrolise de uma molécula de sacarose (STITT,
1998) (Figura 4). As duas vias bioquimicas citadas anteriormente, que diferem
quanto ao custo energético, estdo sob controle genético: quando sob baixa
concentracdo de Oy,genes Susy em milho e de batata sdo induzidos, enquanto
genes que codificam a invertase sdo fortemente reprimidos (ZENG et al., 1998;
1999).

Embora o déficit de O, afete a respiracdo aerdbica, ha muitas
evidéncias de que mitocdndrias de plantas possam funcionar mesmo sob condi¢des
anoxicas (FOX; KENNEDY, 1991). A exposicdo a anoxia resulta em algumas
mudangas na composi¢cao enzimatica da mitocéndria (COUEE et al., 1992), mas
esta preserva sua ultraestrutura e funcionamento, particularmente quando é exposta
ao nitrato (NO3’) (VARTAPETIAN et al., 2003). O nitrato faz parte de um ciclo onde o
nitrito (NO2") serve de aceptor final de elétrons, auxiliando na oxidagdo de NADH
(IGAMBERDIEV;HILL, 2004), e a reducéao de nitrito a 6xido nitrico (NO) esta ligada a
sintese de ATP (IGAMBERDIEV et al., 2005; STOIMENOVA et al., 2007) (Figura 5).

A presengca de NOj3; durante a hipoxia reduz a quantidade dos
produtos finais da fermentagcdo, e ajuda a manter a concentragdo de ATP
(FAN;HIGASHI; LANE, 1988). A nitrato redutase é ativada sob hipoxia em niveis
transcricional e enzimatico, enquanto a nitrito redutase € suprimida (BOTREL;
MAGNE; KAISER, 1996). O nitrato, sob a acao da nitrato redutase, € metabolizado
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em nitrito. Na auséncia da nitrito redutase em condicdo de déficit de O, o nitrito
pode ser direcionado para o sistema mitocondrial (PLANCHET; KAISER, 2006),
assim como pode ser reduzido em NH,*, importante para o aumento da producéo
de aminoacidos durante o estresse (IGAMBERDIEV; HILL, 2009).

Figura 4 - Mobilizacdo de carboidratos e catabolismo da sacarose para suprir o
aumento do fluxo glicolitico em resposta ao alagamento.
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Em algumas plantas e tecidos sob hipoxia, ha a inducdo de amilases, promovendo a conversdo de
amido em glicose. Ja no catabolismo da sacarose, a rota da SUS (Sacarose sintase), a de maior
eficiéncia energética, é regulada positivamente, ao passo que a rota da invertase é regulada
negativamente. Setas em azul indicam aumento de fluxo metabdlico (Bailey-Serres; Voesenek, 2008).

Existem duas ou mais desidrogenases na face externa da
membrana interna das mitocéndrias das plantas (RASMUSSON; GEISLER;
MG@LLER, 2008). Elas t&ém atividade Ca?* dependente, uma especifica para o NADH
e a outra para NADPH (ROBERTS; FREDLUND; MJLLER, 1995). A oxidagao
mitocondrial do NAD(P)H citosdlico através dessas desidrogenases nao resulta na
formagado do gradiente de prétons no sitio de transporte de elétrons do NAD(P)H
para a ubiquinona (M@LLER, 1997). O alto K, e a dependéncia de Ca** dessas
enzimas (M@LLER, 1997) sugerem que elas tém importante funcdo quando as

concentracdes de NAD(P)H e de Ca?* estdo elevadas, tal como observado durante
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hipoxia (SUBBAIAH; BUSH; SACHS, 1998). Além disso, o NO também estimula a
mitocondria liberar Ca?* (RICHTER, 1997). Isso indica um papel principal da
oxidagao de NAD(P)H no metabolismo mitocondrial.

Figura5- Processo anaerébico na mitocdndria vegetal.
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Desidrogenases, na face externa da membrana mitocondrial interna, oxidam NADH e NADPH vindos
do citosol, e transferem elétrons para a ubiquinona (Q). Sob déficit de O, nitrito (NO;’) serve como
aceptor de elétrons alternativo nos sitios dos complexos Il (bcq) e IV (COX). NO formado nessa
reagdo € convertido, no citosol, pela hemoglobina ndo simbionte (Hb) em nitrato (NOj3). Este é
reduzido em nitrito pela nitrato redutase (IGAMBERDIEV; HILL, 2009, modificado de STOIMENOVA
et al., 2007).

A operacao dos complexos Ill e IV, com o nitrito sendo o aceptor
final de elétrons (no sitio COX), pode resultar no bombeamento de prétons e estar
ligado a sintese de ATP (STOIMENOVA et al.,, 2007). O 6éxido nitrico pode se
difundir para o citosol e ser convertido em nitrato pela hemoglobina ndo simbiética
classe |, a qual é induzida sob hipoxia. O nitrato € entdo reduzido pela nitrato
redutase para formar nitrito e o ciclo é repetido (IGAMBERDIEV; HILL, 2009).

Outra estratégia para conservagcao de energia e redugdo do
consumo de O, é a inibigdo de processos biossintéticos. Essas mudangas do
metabolismo sdo consistentes com a regulagdo negativa de genes que codificam,
por exemplo, enzimas envolvidas na biossintese da parede celular, lipidios,

flavondides, respostas de defesa e de degradacdo de proteinas em raizes de
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Arabidopsis (KLOK et al., 2002), algoddao (CHRISTIANSON et al., 2009), e de
choupo (Populus x canescens) (KREUZWIESER et al., 2009) sob condi¢cdes de
hipoxia. Geigenbergeret al. (2000), estudando Solanum tuberosum, observaram que
a diminuicdo da tenséo de O, de 20% e 0% resultou numa progressiva inibicdo da
biossintese de sacarose, de aminoacidos, de proteinas e de lipidios, em duas horas
de tratamento. Em raizes de milho foi observado que enquanto a sintese de
proteinas aerodbicas foi reprimida, aproximadamente 20 ANPs (Anaerobic Proteins)
foram induzidas durante o déficit de O2(SACHS; FREELING; OKIMOTO, 1980).
Além destas proteinas, Chang et al.(2000) também identificaram outras 46 ANPs a
partir de seus estudos de proteoma de milho.

Além das respostas de quebra de agucares, aumento da glicolise, da
fermentacédo e ativacdo do Ciclo Hemoglobina-Oxido Nitrico frente & diminuicdo de
O, muitos outros processos bioquimicos e metabdlicos sdo modulados sob hipoxia,
indicando que a resposta ao déficit de O, é complexa e envolve mais do que uma
simples aclimatacdo no metabolismo energético. Exemplo de outros processos
envolvidos na resposta a hipoxia € a modulacado de enzimas Superéxido Dismutase,
Catalase e Peroxidases, as quais estdo envolvidas na detoxificacdo de ROS
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003), assim como da XET (Xyloglucan
Endotransglycosilase), relacionada com o afrouxamento da parede celular (SACHS,;
SUBBAIAH; SAAB, 1996), e ACC sintase (1-aminociclopropano-1-carboxilato
sintase), que participa na biossintese do etileno (OLSON; OETIKER; YANG, 1995).
Ambas as enzimas, XET (SAIRAM et al., 2008) e ACC sintase (VISSER et al., 1997),
estdo envolvidas na formagcdo de aerénquima, tecido com grandes espagos
preenchidos de ar que excedem os espacgos intercelulares comumente gerados
durante o desenvolvimento dos tecidos e érgaos, facilitando as trocas gasosas entre
a raiz e a porgao aérea da planta (JACKSON; ARMSTRONG, 1999).

3.4.3 Alteragbes Morfo-Anatdbmicas

Sinergicamente as alteracbes metabdlicas envolvidas na
aclimatacdo das plantas frente ao estresse de alagamento, observam-se
modificacdes morfo-anatdmicas que possibilitam o escape a baixa concentragao de
O,. Em muitas espécies silvestres tipicas de regides alagaveis (SEAGO et al., 2005)
e em culturas de arroz (COLMER, 2003), milho (MANO et al., 2006) e trigo (MALIK
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et al., 2003), observa-se a presenca de aerénquimas e raizes adventicias quando
sob alagamento. Em plantas de soja submetidas ao encharcamento do solo,
desenvolve-se aerénquima na porgao do caule (imediatamente acima da lamina
d’agua), na raiz principal, adventicias e laterais, e em nddulos localizados até a 8 cm
de profundidade do solo (THOMAS; GUERREIRO; SODEK, 2005).

Além de facilitar as trocas gasosas entre a raiz e a porgao aérea, a
formacéo de aerénquima ameniza o déficit de O, porque diminui a demanda da raiz
por O,, como consequéncia da redugdo da densidade celular (PEZESHKI, 2001). O
aumento da porosidade da raiz (% volume de gas/volume de tecido) facilita a re-
aeracao da rizosfera, oxidando-a e protegendo o sistema radicular de agentes
fitotoxicos procedentes do solo (CHABBI; McKEE; MENDELSSOHN, 2000). Todavia,
a difusdo radial de O, (ROL, Radial O, Loss) do aerénquima para a rizosfera pode
reduzir substancialmente o suprimento de O, ao apice da raiz (ARMSTRONG;
BECKETT, 1987).

Embora n&do encontrada na soja, observa-se uma barreira ao ROL
na regido basal de raizes adventicias de muitas espécies tolerantes ao alagamento
(ARMSTRONG et al., 2000; VISSER et al., 2000; McDONALD; GALWEY; COLMER,
2002). Essa barreira diminui a perda do O, para a rizosfera, aumentando a difuséo
longitudinal do mesmo ao longo do aerénquima em direcdo ao meristema
(COLMER, 2003), favorecendo a divisdo celular e, consequentemente, o
crescimento da raiz. Em Oryza sativa, a barreira ao ROL resulta de fibras
esclerenquimaticas com espessas paredes secundarias na face externa do cortex
(CLARK; HARRIS, 1981). Ja em Phragmites australis, a combina¢do de um denso
agrupamento celular, depédsitos de suberina, e lignificacdo de camadas celulares
mais externas formam a barreira ao ROL (ARMSTRONG et al., 2000).

Em muitas espécies que possuem uma forte barreira ao ROL na
zona basal observa-se grande quantidade de raizes laterais que emergem proximas
ao eixo principal, auxiliando na assimilagédo de nutrientes e na absorgdo de agua,
sem prejudicar a difusdo de O, ao longo do eixo principal (ARMSTRONG,;
ARMSTRONG; BECKETT, 1990). Essa combinacado de caracteristicas anatdbmicas
(aerénquima, barreira ao ROL na zona basal) e morfologicas (raizes laterais
proximas a base da raiz) aumenta a aptidao das raizes desenvolverem-se em solos
alagados (ARMSTRONG, 1979; ARMSTRONG et al., 1996).
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Na soja, apds 10 dias de encharcamento do solo, concomitante ao
aumento da porosidade das raizes e desenvolvimento de lenticelas hipertrofiadas na
base do caule, principais pontos de fluxo de gases entre planta/atmosfera
(SHIMAMURA et al., 2010), observa-se nos vasos xilematicos o aumento de
ureideos e de glutamina préximo aos niveis iniciais, associado com a fixagdo de
nitrogénio; enquanto que a diminuicdo de alanina restabelece-se apenas
parcialmente, sugerindo que certas regides das raizes permanecem sob
metabolismo anaerdbico (THOMAS; GUERREIRO; SODEK, 2005).

Ao passo que plantas de soja sofrem principalmente com o estresse
de alagamento até o desenvolvimento de uma rede aerenquimatosa efetiva
(SHIMAMURA et al., 2010), muitas plantas tolerantes ao alagamento possuem
aerénquima constitutivo (JUSTIN; ARMSTRONG, 1987), sendo este uma
caracteristica ancestral que precede o surgimento das angiospermas (EBLE et al.,
2003). Baseado em analises morfolégicas e filogenéticas, sugere-se que mais de
200 eventos de retorno a competéncia aquatica ocorreram para gerar,
taxonomicamente, a variada flora aquatica existente hoje. Isso sugere que um
numero relativamente pequeno de caracteristicas chaves é necessario para conferir
tolerancia a ambientes alagaveis.

Visando maximizar a produtividade em solos alagaveis, o
conhecimento detalhado sobre os mecanismos que governam as alteragbes morfo-
anatdbmicas, como também a aclimatagdo metabdlica das plantas em resposta a
gama de alteragbes internas e externas desencadeadas pelo alagamento,
disponibilizara informagdes valiosas para elaboragdo de estratégias em programas

de melhoramento.

3.5 METODOS DE INDUCAO DE ESTRESSE DE ALAGAMENTO EM PLANTAS PARA ESTUDOS
Fi1sSioLOGICOS E MOLECULARES

Ha diversos meétodos descritos na literatura que reproduzem os
efeitos do estresse de alagamento, ou parte deles, nas plantas. Em geral, os
métodos sdo: (1) em vasos contendo solo (SAIRAM et al., 2009) ou vermiculita
(AMARANTE; SODEK, 2006), em que o nivel da agua/solucao nutritiva fica a 1-3 cm
acima da superficie do substrato para reproduzir o estresse de encharcamento, ou
acima da altura da planta (DE CARVALHO et al., 2008) para estudos de submerséao
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total da mesma; (2) em hidroponia, cuja solugao nutritiva € saturada de gas argdnio
(Ar) (RUSSELL; WONG; SACHS, 1990) ou gas nitrogénio (N.) (BAI et al., 2010),
gases inertes que substituem o O, antes dissolvido na solugdo, reduzindo a
disponibilidade deste para o sistema radicular; (3) uso de solu¢do nutritiva contendo
0,1% de agar (solucdo estagnada) para prevenir convecc¢ao (VODNIK et al., 2009);
(4) solugao nutritiva com 6leo mineral para evitar troca gasosa com a atmosfera (DE
SOUSA; SODEK, 2003); (5) solugao nutritiva sem bobulhamento de gases inertes
(solugdo semi-estagnada) (GHARBI et al., 2009); e (6) em placas verticais (VAN
DONGEN et al., 2009) ou camaras de anaerobiose (BANTI et al., 2008) em que
gases inertes substituem o ar atmosférico do recipiente. Observa-se também
combinagdo de métodos, por exemplo, borbulhando de gas N; em solugéo
estagnada para obter determinada concentragdo de O, antes do inicio do tratamento
(TEAKLE et al., 2010).

Ao passo que métodos que utilizam gases inertes para remover O,
também causam diminuicdo da concentragdo de CO; e etileno (gases que
aumentam em quantidade nos solos alagados), o uso de agar na solugao nutritiva,
devido a reducao da convecgao, pode, além de indisponibilizar nutrientes a raiz,
resultar numa alta concentracdo de O, na rizosfera em consequéncia do ROL
gerado por raizes aerenquimatosas e do baixo consumo de O, pela escassa
microbiota presente na solugdo (WIENGWEERA; GREENWAY; THOMSON, 1997).
Segundo os mesmos autores, em solugdes semi-estagnadas, a alta convecgao
mitiga o estabelecimento de um gradiente de concentracdo de gases entre a
rizosfera e a solugéo, além de permitir troca gasosa substancial entre a mesma e a
atmosfera. Ja nos experimentos com solos, nota-se a dificuldade em separar a raiz
do substrato, gerando/intensificando estresse mecéanico e prolongando o tempo de
contato da raiz com o ar antes de a mesma ser congelada em nitrogénio liquido.

Portanto, a escolha do método a ser utilizado dependera dos
objetivos, da dimensdo do trabalho entre outras limitagdes do experimento. O
estresse de alagamento € complexo, com diversas variaveis, o que dificulta a
interpretacédo dos resultados. Assim, para analisar as respostas moleculares
relativas ao déficit de O,, por exemplo, sugerem-se métodos que utilizem aplicagao
de gases inertes em solugédo de hidroponia ou em camaras de anaerobiose, com a

deplecédo de O, antes ou durante o inicio do tratamento (permite a aclimatagao do
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organismo ao logo do decaimento da concentragcao de O,) dependendo se o objetivo

€ estudar as respostas imediatas a falta de O, ou respostas mais tardias.
3.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA VIA QPCR

O PCR quantitativo (QPCR) comparado a outros métodos de analise
local da express&o génica em nivel de transcritos, entre eles o Northern blot (BOHM-
HOFSTATTER; TSCHERNUTTER; KUNERT, 2010) e o “PCR semiquantitativo
competitivo” (BUSTIN, 2000), possibilita gerar resultados mais acurados devido a
sua maior sensibilidade numa ampla faixa de detecgdo, além de nao requerer
grande quantidade de material (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004), gerar
resultados mais rapidamente e poder ser automatizado (DERVEAUX;
VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).

O gPCR mensura o produto amplificado a cada ciclo de reagao
através da deteccado da fluorescéncia emitida tanto por agentes intercalantes quanto
por sondas incorporadas nos produtos de PCR, e a analise é realizada na fase
exponencial da corrida de PCR, porque nesta fase a intensidade de fluorescéncia é
teoricamente proporcional a quantidade de produto amplificado. Um agente
intercalante bastante utilizado é o SYBRgreen®, que possui alta afinidade por
qualquer DNA dupla fita, sendo o seu uso economicamente vantajoso para analise
de grande numero de genes. Ja o uso de sondas, unicas para cada gene, confere
especificidade adicional a gerada pelo par de primers utilizado para amplificar a
sequéncia desejada.

Na deteccdo de fluorescéncia, ao passo que com o SYBRgreen® e
gerada fluorescéncia especifica quando este se intercala na molécula de DNA dupla
fita, o principio das sondas molecular beacons, scorpions™ e TagMan® é a
fluorescéncia diferencial envolvendo transferéncia de energia por ressonancia. As
sondas sdo marcadas,em suas extremidades,com dois fluoréforos diferentes
(reporter e quencher).Quando excitado, oreportertransfere por ressonancia a energia
para o quencherse os dois fluordéforos estiverem préximos um do outro, indicando a
nao amplificagdo do fragmento de interesse. Ja quando os dois fluoréforos
encontram-se separados, seja pela degradacao da sonda, atividade exonuclease 5'-
3’ da enzima Taq polimerase (sistema Tagman), ou a exemplo do sistema molecular

beacons escorpions™, em que ocorre a linearizagdo da sonda, antes em
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configuracao hairpin,e anelamento na sequéncia alvo, ha a emissao de fluorescéncia
peloreporterem intensidade proporcional a quantidade do fragmento de interesse
amplificado (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004).

O gPCR permite determinar a expressdo em numero de coépias
(quantificagdo absoluta) ou a expresséo diferencial de um determinado gene entre
dois tratamentos (quantificacao relativa).

Ao passo que para a quantificagdo absoluta € utilizado o método da
curva padréo absoluta (procedimento que envolve, entre outras etapas, a geragéo
de produto de PCR, purificagdes, clonagem em plasmideos, transcrigao reversa in
vitro, para cada transcrito em estudo) (GIULIETTI et al., 2001), a quantificagao
relativa pode ser realizada tanto pelo método da curva padrao relativa quanto pelo
método comparativo doCts (Threshold Cycle) (RAYMAEKERS et al., 2009).

Diferente da quantificagcdo absoluta, os métodos de quantificacéo
relativa permitem corrigir variagdes nao especificas (discrepancias de quantidade e
qualidade entre amostras do cDNA) (BUSTIN, 2002) através da normalizagdo do
nivel de expressdo do gene de interesse pelo nivel de expressdo do gene
referéncia(BRUNNER et al., 2004). A expressao do gene referéncia deve se manter
constante entre diferentes tecidos e sob diferentes condicbes experimentais
(ARTICO et al., 2010). Portanto, deve-se atentar para quais genes referéncia utilizar
na normalizagao, visto que cada condicdo experimental e tipo de tecido demandam
um conjunto especifico desses genes (HU et al., 2009). Para a escolha dos genes
referéncia, programas como o NomFinder (ANDERSEN; ORNTOFT, 2004) e
geNorm (VANDESOMPELE, ET AL., 2002), utilizam algoritmos diferentes para
ranquear, em termos de estabilidade de expressao, os genes candidatos referéncia.

O método da curva padrao relativa, devido as diluicbes do padrao,
que pode ser qualquer amostra de cDNA, usa mais reagentes e ocupa mais espago
na placa de reacao do que o método de comparacao de Cts, que dispensa o uso de
diluicdes. Outra vantagem do método de comparagdo de Cts é a possibilidade do
uso de algoritmos matematicos, a exemplo do usado no programa REST 2009
V2.0.13 (Qiagen), que, além de permitir entrada das eficiéncias de reagdo dos genes
alvo e de diferentes genes referéncias para ajustar os dados, fornece o intervalo de
confianga de 95% e a significancia estatistica da expressdo génica por meio de

randomizacgoes e bootstrapping dos valores entre grupos amostra e controle.
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4 ARTIGO

Andlise do Perfil Transcricional de Genes Responsivos ao Encharcamento do

Solo em Raizes de Soja Submetidas a Hipoxia

Manuscrito a ser submetido a publicacdo no peridédico: Environmental and
Experimental Botany

Resumo

Em raizes de duas cultivares de soja contrastantes quanto a tolerancia ao
encharcamento do solo, foram avaliados, via gPCR, os efeitos da hipoxia sobre o
perfil transcricional (0,5h, 4h e 28h) de genes envolvidos no catabolismo da
sacarose, fermentagao alcodlica, respiragao alternativa, detoxicagcdo de ROS e
sinalizacdo. Raizes das plantulas em estadio de desenvolvimento V1 foram
mantidas sob tratamentosde normoxia e hipoxia em solugédo hidropdnica. Todos os
dez genes avaliados apresentaram expressdo diferencial estatisticamente
significativa em pelo menos um dos tempos analisados. Entretanto,nitrato redutase,
invertase, catalase e prolina-4-hidroxilaseforam pouco responsivas a hipoxia;
diferente da alcool desidrogenase, hemoglobina nao-simbionte, sacarose sintase,
oxidase alternativa, ascorbato peroxidase e trealose-6-fosfato sintase.A hipoxia
resultou na superexpressao dos genes ADH e AOX, e em maior intensidade na
cultivar sensivel (BR 4).De um modo geral, quando comparado a outras espécies
vegetais, o perfil transcricional dos genes aqui estudadosem soja mostra-se mais
parecido ao observado em espécies sensiveis ao encharcamento do solo do que em
espécies tolerantes. Supde-se uma intricada relacdo de causa e efeito entre os
genes das diferentes rotas metabdlicas, sugerindo o envolvimento de metabdlitos,
tais como piruvato, ROS e RNSna modulacdo da expressdo dos genes aqui
estudados.

Palavras-chave: Glycine max. qPCR. Hipoxia.

Introducao

Eventos de alagamento, que podem ocorrer por encharcamento do
solo ou por submersdo completa da planta, ocorrem mundialmente, influenciando a
composicao de espécies das comunidades silvestres (Parolin e Wittmann, 2010) e
afetando a produtividade de muitas culturas agricolas (Verhoeven e Setter, 2010),
entre as quais, a da soja (Rhine et al., 2010), que vem sendo também cultivada em

solos alagaveis para, entre outros motivos, a rotagdo com o arroz irrigado. As
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causas do estresse de alagamento sao complexas, envolvendo alteragdes fisico-
quimicas, estruturais e na microbiota do solo, e diversas, causando efeitos de maior
ou menor intensidade dependendo da composicdo do solo e da duragao do estresse
(Setter et al., 2009). No solo alagado, observam-se alteracdo no pH, na
concentragdo de gases (principalmente O,, CO,, etileno e metano), acumulo de
acidos organicos e de elementos como o Fe, Mn, Na, Al e B (Setter et al., 2009;
Unger et al., 2009; Laanbroek, 2010).

Devido a difusdo dos gases ser quatro ordens de magnitude menor
na agua em relagdo ao ar (Armstrong e Drew, 2002), o alagamento reduz a
disponibilidade de O, para a por¢gao submersa da planta, gerando hipoxia ou anoxia
(deplecgéao parcial, e total de O,, respectivamente) (Bailey-Serres e Voesenek, 2008).
Os efeitos deletérios do déficit de O, em nivel celular incluem diminuicdo da relacéo
ATP/ADP, acidose celular, e acumulo de metabdlitos tdéxicos (exemplo, acetaldeido)
e de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Colmer e Voesenek, 2009).

A respiragdo aerdbica é reduzida parcial ou totalmente inibida em
condigdo de hipoxia e anoxia, respectivamente (Igamberdiev e Hill, 2009). Entre os
ajustes metabdlicos para gerar energia em anaerobiose estdo o catabolismo da
sacarose para suprir o aumento do fluxo glicolitico, assim como a intensificacdo das
vias fermentativas para regenerar NAD", necessario na glicolise (Bailey-Serres e
Voesenek, 2008). Além disso, ocorre sintese de ATP e regeneragdo de NAD(P)" na
respiracao alternativa, envolvendo a participacdo de mitocdndrias e de enzimas
citoplasmaticas, com o nitrito sendo o aceptor alternativo de elétrons (lgamberdiev e
Hill, 2009). Para contrabalancear a produgcdo de ROS durante e principalmente apods
o alagamento, ha a participacdo de enzimas do sistema de defesa antioxidativo
(Blokhina et al., 2003).

Observa-se um controle genético nos mecanismos de resposta ao
déficit de O,, conhecimento este que tem avangado rapidamente nos ultimos anos
como consequéncia de novas técnicas de analise de expressao génica em espécies
modelo como Arabidopsis (Liu et al., 2005) ou choupo (Populus trichocarpa)
(Kreuzwieser et al., 2009), e em culturas comerciais como milho (Zou et al., 2010) e
arroz (Narsai et al., 2009). Para a sojasob hipoxia, ha poucos trabalhos de
expressao génica em nivel de transcritos (Komatsu et al., 2009), e a maioria € de
protedmicaem respostas tardias (2-3 dias de estresse) e em estadio de

desenvolvimento germinativo(Shi et al.,, 2008, Komatsu et al., 2010a, 2010b),
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havendo a necessidade de mais informagdes em nivel de transcritos, em outros
estadios de desenvolvimento e em diferentes tempos de estresse, incluindo
respostas iniciais.

Assim, neste estudo visamos analisar os efeitos da hipoxia sobre o
perfil transcricional (0,5h, 4h e 28h) de genes envolvidos no catabolismo da
sacarose, fermentacado alcodlica, respiragdo alternativa, detoxicacdo de ROS, e
sinalizacdo em raizes de duas cultivares de soja contrastantes ao estresse de

encharcamento do solo.

Material e Métodos

Material Bioldgico e Desenho Experimental

As cultivares Embrapa 45 (Tolerante) e BR 4 (Sensivel) foram
selecionadas para o presente estudo tendo como base o alto contraste de
desempenho observado na analise de diversas cultivares sob condicdo de
encharcamento do solo, realizado no campo experimental da Embrapa Clima
Temperado (Barnech, 2009; informacéao pessoal).

As sementes foram germinadas em papel de filtro umedecido com
agua destilada, em cémara de crescimento a 25°C e umidade relativa do ar de
aproximadamente 100%. As plantulas foram transplantadas para o sistema
hidropdnico (apenas as raizes das mesmas foram imersas na solugao) e cultivadas
em casa de vegetacdo durante nove dias sob temperatura de 26 + 3°C e umidade
relativa do ar de 66 + 7%, até que atingissem o estadio de desenvolvimento V1:
folhas unifolioladas completamente desenvolvidas (Fehr et al., 1971). A solugéo
nutritiva (HEWITT, 1963), foi acondicionada em caixas plasticas azuis escuras (36
litros). Para oxigenacdo das raizes até a aplicagcdo dos tratamentos, a solugao
recebeu aeragao continua de ar atmosférico via aeradores de aquario comercial.

O delineamento experimental consistiu em trés blocos casualizados
[02 cultivares x 02 condi¢cbes de tratamento (normoxia, hipoxia) x 03 tempos (0,5h,
4h e 28h)], em quadruplicatas (Anexo 1). Ao passo que no tratamento de normoxia a
solucao recebeu aeragao continua de ar atmosférico, no tratamento de hipoxia a
solugao foi borbulhada continuamente com gas N, método semelhante ao utilizado

por Bai et al. (2010). A solugao foi desoxigenada antes de comecar o tratamento de
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hipoxia. A concentracao de O, dissolvido na solugédo foi quantificada utilizando o
medidor de tensdao de O, (HI 9146, Hanna). Para cada tempo, as raizes dos
tratamentos normoxia e hipoxia foram coletadas em simultdneo e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e depois estocadas a -80°C até a extragdo de
RNA.

Em cada tempo (0,5h, 4h e 28h), as raizes dos tratamentos

normoxia e hipoxia foram coletadas simultaneamente
Analise de Expressido Génica

A expressao génica de raizes foi analisada via PCR quantitativo
(gPCR). Dez genes conhecidos na literatura cientifica envolvidos em respostas de
defesa contra a hipoxia tiveram sua expressado avaliada (As descricbes dos dez
genes e 0s mecanismos nos quais eles estdo envolvidos estédo listados na Tabela
1).Com base em informagdes da literatura cientifica (Liu et al., 2005, Branco-Price et
al., 2008, van Dongen et al.,, 2009) a sequéncia de aminoacidos de uma das
isoformas para cada gene em Arabidopsis thaliana foi recuperada do banco de
dados do TAIR (The Arabidopsis Information Resource) (Swarbreck et al., 2008) e
feita a busca pela sequéncia de maior similaridadeem soja no banco de dados do
Phytozome (Schmutz et al., 2010) usando o BLASTp(Ye et al., 2006); entdo BLASTp
das sequéncias selecionadas da soja foi feito contra o banco de dados do TAIR para
identificar, em Arabidopsis, o homoélogo de maior similaridade.Primers especificos,
determinadosna regido 3' UTR (3’ untranslated region), foram desenhados com
auxilio do programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems). Para isso, a regiao
especifica da isoforma de interesse foi encontrada com base no alinhamento global,
Clustal W2 (Larkin et al., 2007), das isoformas para cada gene em estudo. O RNA
total da raiz foi extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante.A concentracdo e pureza do RNA foram determinadas por
espectrofotometria (NanoDrop, ND-1000), e a integridade do mesmo foi analisada
em gel de agarose 1%. O RNA total foi tratado com DNAse (Invitrogen) e transcrito
em cDNA usando o kit Superscript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen), com modificagdo das instru¢ées do fabricante [adicdo de 1 ul de
Oligo(dT)12-18 (0.5 pg/ul), € 1 pl de hexdmeros randémicos (50 ng/ul) para 1X volume

final de reacao]. Nao foi observado presenca de DNA genémico nas amostras de
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cDNA através de PCR usando primers que flanqueiam um intron do gene B-actina.
As reagdes de gPCR foram conduzidas com o kit SYBR Green Master Mix
(Invitrogen) no termociclador 7300 Real Time Systems (Applied Biosystems). As
reacdes foram feitas usando 2ul de cDNA (~ 6,9 ng de cDNA/reagao), 60-300 nM de
primers F (Foward) e R (Reverse) (Tabela 2), 6,5 uyL de SYBR Green (Invitrogen) e
agua ultrapura estéril para completar o volume final de 12,5 uL. A concentracéo de
cada par de primers foi determinada através de otimizagdes da eficiéncia de reacao

(E) (Tabela 2), cujo calculo é E= 107"/s/Pe

. O slope pertence a curva padrao, gerada
por 3 a 5 pontos de diluigdes seriadas Ct (Threshold Cycle) de uma amostra de
cDNA, medidas em duplicatas. As condi¢cbes das reacdes foram de 50 °C por 2 min,
95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min. O threshold e o
baseline foram ajustados manualmente para cada gene usando o software7300
System SDS RQ Study (Applied Biosystems). Os genes referéncia ELF1B (Fator de
alongamento 1 B) (Jian et al., 2008) e B-actina (Byfield et al., 2006), concentragéo
dos primers a 60 nM, eficiéncia de amplificacao a 95,5% e 94,4%, respectivamente,
foram escolhidos para normalizar a expressao dos genes alvos, com base no estudo
da estabilidade de expressdo (hipoxia xnormoxia) de cinco genes candidatos
referéncia (Anexo 2). A especificidade da amplificacéo foi avaliada através da curva
de dissociacdo de cada gene investigado. A analise dos dados de expressao foi

realizada pelo software REST 2009 (Qiagen).
Resultados

A concentracdo de O, na solugao nutritiva borbulhada com ar
atmosférico, tratamento de normoxia, apresentou minima de 7,1 mg 1" e maxima de
7,8 mg I ja no tratamento de hipoxia, com aplicagdo de N, gasoso na solugéo
visando a retirada do Oy, a concentragdo minima e maxima de O, foi 0,1 € 0,3 mg I,
respectivamente (Figura 1). Isso indica que as condigcdes de normoxia e de hipoxia
foram aplicadas do inicio ao fim do experimento.

Diferente de trabalhos de qPCR que usam apenas o tempo Oh para
a calibragcdo da expressao génica;no presente estudo, a abundéancia de transcritos
do tratamento de hipoxia foi comparada com a do respectivo tratamento de normoxia

para cada tempo analisado. Este procedimento favorece avaliar apenas os efeitos
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da hipoxia sobre a expressao diferencial dos genes, eliminando efeitos aditivos,
como ritmo circadiano e diferengas de desenvolvimento.

Apenaspara o gene que codifica a proteina nsHB (Hemoglobina néo-
simbionte: Glyma11g12980)da cultivar Embrapa 45 n&o foi observado sinal de
amplificacdo da reacdo de gPCR, muito provavelmente devido a nao
complementaridade entre o cDNA e o primer. Isto evidencia diferenca de sequéncia
na regido 3'UTRdo gene nsHB entre as cultivares Embrapa 45 e BR 4, da qual foi
observado amplificacdo da nsHB, e a Wiliams 82, da qual o genoma foi
sequenciado (Schmutz et al., 2010) e em que o desenho dos primers foi baseado.
Para os demais genes houve amplificacdo da reacdo de qPCR, mostrando-se
expressos em ambas as cultivares em todos os tempos avaliados dos tratamentos
de hipoxia e normoxia (dados n&do mostrados).

Todos os genes apresentaram expressao diferencial significante
estatisticamente (ED:abundancia de transcritos sob hipoxia/abundancia sob
normoxia para cada tempo em cada cultivar; P[H1] < 0,01) em pelo menos um dos
tempos analisados (0,5h; 4h e 28h) em ambas as cultivares, exceto para a catalase
(CAT: Glyma06g02040), que foi diferencialmente expressa apenas na BR 4 (ED =
1,6 vezes, 28h) (Tabela 2).

Entre 0s genesNR(Nitrato redutase: Glyma06g11430),
INV(Invertase: Glyma10g35890, Glyma20g31730), CATe P4H(Prolina-4-hidroxilase:
Glyma10g44480) nos trés tempos avaliados, a ED maxima observada foi proxima de
duas vezes (1,9X)(NR, BR 4, 4h); ja para a ADH(Alcool desidrogenase:
Glyma04g41990, Glyma06g12780) e nsHB, aED minima foi de 36X (Embrapa 45,
0,5h) e 2,8X (BR 4, 0,5h), e a maxima foi de 167,4X (BR 4, 4h) e 78X (BR 4, 4h),
respectivamente (Tabela 2). Discrepancia na intensidade de expressao entre esses
dois grupos de genes também ocorre em plantulas de Arabidopsis sob hipoxia (Van
Dongen et al., 2009; Liu et al., 2005).

Dos dez genes estudados, maior numero de genes foi
diferencialmente expresso(P[H1] < 0,05)na cultivar BR 4 do que na Embrapa 45,
principalmente no tempo 0,5h (ADH, nsHB, SUSY [Sacarose sintase:
Glyma13g17420], AOX [Oxidase alternativa: Glyma04g14800], APX [Ascorbato
peroxidase: Glyma12g07780], NR e INV; BR 4), (ADH e NR; Embrapa 45), e
aexemplo do gene CAT, cuja ED foi detectada apenas na BR 4 (ED = 1,6X, 28h)
(Tabela 2). Além disso, nos tempos 4h e 28h, a ED dos genes ADH (167X e 85X) e
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AOX (6,1X e141,3X) na BR 4 foi superior a detectada na Embrapa 45 (103X e 48X)
e (2,6X e 48,8X).Porém, considerando um threshold>2X e < -2Xda ED, as duas
cultivares apresentaram padrao de expressao mais préximo, com aumento da
quantidade de genes diferencialmente expressos (GDEs) no decorrer do tratamento
de hipoxia (Tabela 2). O aumento temporal de GDEs sob déficit de O, é observado
tanto em transcriptomas de espécies tolerantes a hipoxia, como Populus
trichocarpa(Kreuzwieser et al., 2009) e arroz (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007),
quanto em espécie sensivel, Arabidopsis (van Dongen et al., 2009); o aumento
temporal dos GDEs em sementes de arroz em germinagao sob anoxia é similar ao
aumento temporal dos metabdlitos (Narsai et al., 2009), o que indica uma correlagao
positiva entre 0 aumento na quantidade de transcritos e 0 aumento da atividade
catalitica de enzimas correspondentes.

EDsmaiores que 2X foram observadaspara a ADH, nsHB, SUSY e
AOX (Tabela 2). Exceto para a nsHB, que néao foi possivel analisar a expressao na
Embrapa 45, em ambas as cultivares,enquanto a ADH, nsHB e SUSY apresentaram
pico de ED no tempo 4h, AOX foi mais diferencialmente expressa apos 28h. Ja a
APX e TPS (Trealose-6-fosfato sintase: Glyma17g07530) apresentaram ED < -2X

apos 28hem ambas as cultivares (Tabela 2).
Discusséo

Dos dez genes estudados aqui, seis deles apresentaram ED> 2X
ou<-2X (Tabela 2). Eles estdo envolvidos no catabolismo da sacarose (SUSY),
fermentagdo alcodlica (ADH), respiracdo alternativa (nsHB), prevengdo e
detoxicacao de ROS (AOX e APX) e sinalizagao (TPS) (Tabela 1).

Sabe-se que sob concentragdes internas de O, préximas a anoxia,
plantas aumentam a atividade dlicolitica, a fermentagdo Ilatica e etandlica
(Geigenberger, 2003) em detrimento do ciclo TCA (Rocha et al., 2010) e da
respiragao aerdbica (Zabalza et al., 2009); isto é, ocorre o efeito Pasteur. Este efeito
pode estar relacionado a maior EDpositiva (up regulation)da SUSY comparada a da
INV e a alta ED positiva da ADH aqui observadas (Tabela 2), e também visto que a
concentracdo de O.foi préxima a zero mg I'durante todo o tratamento de hipoxia

(Figura 1).
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Kreuzwieser et al (2009) sugerem que as divergéncias de resultados
entre estudos de transcriptoma de espécies tolerantes (Populus trichocarpa, Arroz) e
sensiveis (Arabidopsis) ndo sejam apenas devido as diferencas nas condi¢des
experimentais, havendo o componente genético influenciando as discrepancias
naquantidade de GDEs, intensidade de expressdo e perfil transcricional. Nos
sugerimos que a soja, em relagdo ao Populus trichocarpa, espécie tolerante a
hipoxia (Kreuzwieser et al., 2002, 2009), tenha um controle genético, em nivel de
transcritos, menos eficiente sobre o catabolismo da sacarose (menor relagado de ED
da SUSY/INV) e na manutencao dos subprodutos da glicélise (maior ED da ADH). A
alta ED positiva da ADH durante as 28h de hipoxia e a diminuicdo da ED da SUSY
apos 4h de hipoxia, assim como a baixa ED da INV (ED maxima: 1,4X; minima: -
1,4X)na soja (Tabela 2) sdo parecidos ao perfil transcricional em Arabidopsis (Liu et
al., 2005; Van Dongen et al., 2008), espécie sensivel a hipoxia; apesar de na soja a
ED positiva da SUSY ser menor e da ADH ser mais acentuada do que em
Arabidopsis.Ja em Populus trichocarpa, a ADH e a SUSY foram induzidas em nivel
de transcritos (Upregulated) moderada e consistentemente ao longo 168h sob
hipoxia (ED: ADH 8,6X-9X; SUSY 4,6X-12X), ao passo que a invertase foi
reprimida(Downregulated)(ED: -5X) (Kreuzwieser et al., 2009).

A enzima ADH (EC: 1.1.1.1) tem importante papel em manter o
continuo fluxo glicolitico através da oxidagdo de NADH em NAD®, coenzima
necessaria para a reagao enzimatica da GAPDH (Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase) (EC: 1.2.1.12) (Fukao e Bailey-Serres, 2008), e em regular a
concentracdo do piruvato, interferente da inibicdoda respiragdo aerdbica induzida
pela hipoxia (Zabalza et al., 2009). Porém, é conveniente uma moderada
fermentacgao alcodlica para diminuir perdas de carbono via difusdo do etanol (Rocha
et al. 2010) e evitar a producao de acetaldeido, que é citotoxico (Bailey-Serres e
Voesenek, 2008) e fonte de ROS via xantina oxidase (Sairam et al., 2009). Nas
plantas aqui estudadas, a alta indugéo transcricional da ADH (ED = 36X)pode estar
relacionada com o ineficiente controle transcricional na mudanga da rota da INV (ED:
1,3 a 1,4X, BR 4; -1,4 a 1,4X, Embrapa 45) para a da SUSY (ED: 1,2 a 3,1X, BR 4;
1,7 a 4,4X, Embrapa 45) (Tabela 2), cujas enzimas apresentamK, de 7-15 mM e40-
200 mM, respectivamente (Avigad, 1982).Trethewey et al. (1998) observaram altos
niveis de piruvato e intensificagdo da respiragdo em tubérculos de batata (Solanum

tuberosum) super-expressando a invertase. Intensificacdo da respiragao
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comprovada por Zabalza et al. (2009) em raizes de Pisum sativum, observada
mesmo sob baixas concentragdes internas de O,. Eles também evidenciaram que
ocorre aumento da fermentagdo alcodlica apenas quando sob crise energética,
resposta tipica decorrente da hipoxia. Isso pode ser confirmado por Bologa et al.
(2003), os quais evidenciaram que a mudanga da rota da INV para a rota da SUSY
em Solanum tuberosumpermite maior estado energético celular, e menor atividade
respiratdria e fermentativa sob baixas tensdes de O..

Nas mitocdndrias, a sintese de ATPs acoplado ao transporte de
elétrons da cadeia respiratéria ocorre mesmo durante a anaerobiose, porém com o
nitrito (aceptor alternativo de elétrons) sendo reduzido a NO (Oxido Nitrico),
processo conhecido como respiragdo alternativa (Stoimenova et al., 2007). Este
fluxo metabdlico é parte do ciclo Hb/NO (Igamberdiev e Hill, 2004), em que o NO
difunde-se para o citosol e pode ser convertido a nitrato pela nsHB1, e nitrato
reduzido a nitrito pela NR (EC: 1.7.1.1). Estes dois processos contribuem no controle
da razdo NAD(P)H/NAD(P)" e podem aliviar o papel da fermentagdo na manutengéo
do potencial redox celular, como observado em trabalho usando plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) tratadas com tungstato ou mutantes NR n&o funcionais
(Stoimenova et al., 2003). Em resposta a hipoxia, nossos resultados em raizes de
soja (Tabela 2), assim como em plantulas inteiras de Arabidopsis (Liu et al.,
2005),em nivel de transcritos,diferente da nsHB, que foi altamente expressa,
NRmostrou-se com baixa ED. O perfil transcricional da NRem raizes de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) sob anoxia (Allegre et al., 2004) foi similar ao
observado na cultivar BR 4, onde o nivel transcricional da NR foi reprimido -1,8X
apos 28h de hipoxia (Tabela 2). J& na Embrapa 45 nao foi detectado ED neste
mesmo tempo, embora, em ambas as cultivares, NRapresentou ED positiva em 0,5h
e 4h (Tabela 2). Apesar da repressao transcricional, Allegre et al. (2004) observaram
aumento significativo da atividade catalitica da enzima NR durante 48h de anoxia
devido a alteracbes pos-traducionais: defosforilacdo da NR e dissociacdo da
proteina inibidora 14-3-3. Entretanto, Branddo e Sodek (2009) observaram forte
reducdo da atividade da NR em raizes de soja sob hipoxia, € n&o variagao na
proporgao das formas ativa:inativa. Istosugere, quanto a expressao do gene NR em
resposta a hipoxia,que embora haja correlagdo positiva em nivel de transcritos,
ocorre efeito oposto na atividade catalitica devido a discrepancia no controle pds-

traducional da enzima NR entre plantas de tomate e de soja.
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Apesar de parecer contraditéria a indugdo do metabolismo oxidativo
sob déficit de O,, é plausivel devido ao papel das ROS e das RNS (Reactive
Nitrogen Species) na sinalizagdo da indugéo das respostas adaptativas, tais como o
controle do estado energético e da respiracéo; e, considerando a alta reatividade
das mesmas, inevitavelmente resulta em danos oxidativos (Blokhina e Fagerstedt,
2010). Para mitiga-los, mecanismos regulatoérios da produgao e remocgao de ROS e
RNS s&o necessarios (Blokhina et al., 2003, Blokhina e Fagerstedt, 2010).

Diferente da COX (Citocromo c oxidase; EC: 1.9.3.1), cujo K, varia
entre 0,08-0,16 uM (Hoshi et al., 1993) e que pode aumentar para mais de 1uM
devido a inibicdo por NO (Cooper, 2002), e como consequéncia diminuir a
respiracédo (Blokhina e Fagerstedt, 2010), o K, da AOX é em torno de 10 uM (Millar
et al., 1994; Affourtit et al., 2001), o que limita a fungdo da AOX sob baixas tensdes
de O, (Ilgamberdiev e Hill, 2009). Porém, Gupta et al. (2009) assim como
Rasmusson et al. (2009) sugerem que a funcdo da AOX é prevenir a super-redugao
da ubiquinona sob condi¢cdes de estresse, e 0 aumentoda expressao e da atividade
catalitica da AOXsob hipoxia € um mecanismo de prevengao contra a produgao
excessiva de ROS e RNS durante a re-oxigenagdo. Sabe-se que a AOX é
reprimidaem nivel de transcritos, proteinas e atividade catalitica quando ha baixa
disponibilidade de piruvato (Oliver et al., 2008), e induzida em nivel de transcritos ao
aumento de NO (Huang et al., 2002). Nas plantas do presente estudo, o aumento
progressivo e acentuado da expressdo da AOX ao longo das 28h de hipoxia (Tabela
2) indica a possibilidade da modulagao por esses metabdlitos com base também na
observacado da inducdo da fermentacdo alcodlica e do ciclo Hb/NO, assim como
papel importante da AOX em amenizar a producdo excessiva de ROS e RNS sob
reoxigenacgao.

Dos genes do sistema antioxidativo aqui analisados, a APX foi
reprimida e a CAT foi muito pouco responsiva (ED baixa ou ausente) a hipoxia
(Tabela 2). Em plantulas de soja recém-germinadas, transcritos, proteinas e a
atividade da APX2 (EC: 1.11.1.11) foram fortemente reprimidos apds trés dias de
hipoxia (Shi et al., 2008). E, em raizes de soja, também ocorreu repressdo em nivel
de proteinaspara a peroxidase apos trés e sete dias de encharcamento do solo; e
apenas no sétimo dia de estresse foi detectado peroxidacao lipidica e aumento de
H,O, (Alam et al., 2010). Esses resultados sdo similares aos observados no

genodtipo sensivel, e opostos no gendtipo tolerante de feijao guandu (Cajanus cajan
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L. Halls), em que apresentou maior atividade catalitica, inclusive da catalase (EC:
1.11.1.6), apos seis dias sob encharcamento do solo (Kumutha et al. 2009). Porém,
em outras espécies também tolerantes, como Populus trichocarpa, foi observada a
repressdo em nivel de transcritos para a APX (Kreuzwieser et al.,, 2009), e em
arroz,a repressao transcricional da CAT (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007). Isto
pode ser uma indicagcdo do controle genético diferencial dos mecanismos de
resposta ao estresse oxidativo entre as diferentes espécies. Pode-se supor que a
repressao transcricional da APX favoreca o direcionamento do ascorbato para o uso
da MDHAR (Monodehydroascorbate Reductase) (EC: 1.6.5.4) na reducédo da
nsHB(Fe®*") em nsHB(Fe?*), importante para manter a conversdo do NO em nitrato
(lgamberdiev e Hill, 2009). J&a a CAT, apesar de pouco responsiva a hipoxia em
nossas avaliagdes, seus transcritos sao abundantes em ambas as condigdes de
disponibilidade de Oe, considerando o seu elevado K, e turnover (Kcy), além de
nao precisar de um redutor para converter H,O, em H,O e O, (Mhamdi et al., 2010),
pode favorecer a via de sinalizacdo do H,O, e controlar o aumento excessivo do
mesmo, além de renovar O,.

As plantas nao possuem ortdlogo do HIF1a (Hypoxia inducible factor
a, - subunidade de um fator de transcricao heterodimérico que regula a aclimatagao
ao déficit de Oz), mas sim da P4H (EC: 1.14.11.2) (Vlad et al., 2007), que nos
animais controla HIF1a pdés-traducionalmente, funcionando como um sensor direto
da disponibilidade de O, (Guzy e Schumacker, 2006). Em Arabidopsis super-
expressando P4H1 foi observado respostas tipicas de hipoxia mesmo sob normoxia,
como, por exemplo, a indugdo transcricional da ADH, SUS e NR, e repressao da
peroxidase, apesar de ter reprimido AOX(Asif et al., 2009). Os nossos resultados em
soja (Tabela 2), assim como os observados em milho (Zou et al., 2010) mostram que
ortdlogo da AtP4H1 apresenta baixa ED positiva em nivel de transcritos, ao passo
que em Populus trichocarpa(Kreuzwieser et al., 2009) é mais induzido; amostra do
contrasteentre espécies sensiveis e tolerante ao alagamento.

Em Arabidopsis, das 11 isoformas da AtTPS, apenas a AtTPS1 (EC:
2.4.1.15) tem atividade catalitica (Blazquez et al., 1998; Ramon et al., 2009). Porém,
estudos (Brenner et al., 2005; Baena-Gdnzalez et al., 2007; Osuna et al., 2007;
Usadel et al., 2008) indicam que as demais isoformas tenham outra fungéo, ainda
desconhecida, no controle energético. Nossos resultadosem soja mostram que a

homologa da AtTPS11(Glyma17g07530)foi reprimidaconsideravelmente apds 28h de
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hipoxia (-4,3X, BR 4; -5,7X Embrapa 45) (Tabela 2). Repressao da TPS11, em
Arabidopsis sob hipoxia, também foi visto por Liu et al. (2005); ao passo que a
homologa da AtTPS11 foi induzida e a da AtTPSS foi reprimida em Populus
trichocarpa(Kreuzwieser et al., 2009); amostragem de resultados contrastantes entre
espécies tolerantes e sensiveis ao alagamento. Em Arabidopsis, Zhang et al. (2009)
evidenciaram que o aumento da T6P (Trealose-6-fosfato) inibe a atividade catalitica
da snRK1 ([Sucrose non-fermenting-related Kinases 1] integrante da familia das
quinases Ser/Thr independentes de calcio) (EC: 2.7.11.1), resultando na repressao
da AtTPS11 e inducdo da AtTPS5 transcricionalmente, e que resposta inversa
também ocorre com a diminuigcdo da concentracdo da T6P. Assim, sugere-se que
AtTPS11 pode ser utilizado como gene marcador da agado da enzima snRK1 e
indicar a abundéancia de T6P disponivel. A snRK1 reprime genes envolvidos em
processos consumidores de energia e induz processos catabdlicos (Baena-Gdnzalez
et al., 2007, Zhang et al., 2009), agindo como um roteador (Halford e Hey, 2009) na
interface entre a regulagdo metabodlica e a sinalizacdo de diferentes estresses
(Coello et al., 2011). Sabe-se que a snRK1 pode agir diretamente, a exemplo na
fosforilagdo da NR e da TPS, que podem ser posteriormente inibidas através da
ligacdo com a proteina 14-3-3 (Coello et al., 2011), assim como indiretamente,
ativando fatores de transcricdo responsaveis pela indugdo da expressdo de genes
como a SUSY (Purcell et al., 1998). Sugere-se também regulagéo pds-traducional da
SUSY (fosforilagao/defosforilagdo) através de quinases tanto dependentes quanto
independentes da Ca®* (Duncan et al., 2006), o que pode estar relacionado a maior
relacdo de SUSY soluveis/associadas a membrana quando sob hipoxia (Bologa et
al., 2003), intensificando o direcionamento de substratos para a glicolise ao invés de
para a biossintese da parede celular, gerando saldo positivo de ATPs. Lee et al.
(2009) mostraram que a enzima CIPK15 (Oryza sativa calcineurin B-like interacting
protein kinase) regula aupstream a snRK1, ligando a sinalizagdo do déficit de O, a
cascata de sinalizagdo do metabolismo energético, como observado na modulagéo
da expressao da a-amilase e da ADH em sementes de arroz sob hipoxia. Estas
informacdes sugerem a participacao da enzima snRK1 no controle da expressao dos
genes SUSY, NR, TPS e ADH aqui estudados.
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Conclusdes

Em raizes de ambas as cultivares de soja, a hipoxia resultou na
superexpressao dos genes ADH e AOX, e em maior intensidade na cultivar sensivel
(BR 4). Essa superexpressdo pode estar relacionada ao possivel aumento na
concentragéo de piruvato, visto que o controle genético das vias da SUSY e da INV
se mostra ineficiente. Outro fator sugerido na contribuigdo para a alta expresséo da
ADH e da AOX, e também da nsHB, € o ndo recrutamento de genes do sistema
antioxidativo, favorecendo a geracdo de ROS e RNS sob hipoxia, aqui representado
pela repressao da APX e pela insensibilidade da CAT a hipoxia, contribuindo na
intensificagdo da via de sinalizagao do H;0».

De um modo geral, quando comparado a outras espécies vegetais, 0
perfil transcricional dos genes aqui estudados em raizes de soja sob hipoxia mostra-
se mais parecido ao observado em espécies sensiveis ao alagamento do que em
espeécies tolerantes. Essas diferencas nas respostas ao déficit de O, ocorrem tanto
para genes alvos, que codificam enzimas pertencentes a diferentes rotas
metabdlicas, quantoparao gene da P4H, responsavel no controle pds-traducional de

diversas proteinas entre as quais codificadas por genes aqui estudados.
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Figura 1 - Concentracdo de O, (mg I'") na solucdo nutritiva borbulhada com ar
atmosférico (em azul) e com gas nitrogénio (em vermelho).
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Tabela 1. Descricdo dos genes de soja para andlise de gPCR
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Arabidopsis
Mecanismo Envolvido  Gene Loco Loco Homélogo Descri¢éo
Fermentagdo ADH®  Glyma04g41990  AT1G77120 Alcool desidrogenase 1
Glyma06g12780  AT1G77120
Catabolismo da SUSY  Glyma13g17420  AT3G43190 Sintase da sacarose 4
Sacarose INV? Glyma10g35890  AT4G09510 Invertase citosolica 2
Glyma20g31730  AT4G09510
Ciclo Hb/NO NR Glyma06g11430  AT1G77760 Nitrato redutase 1
nsHB Glyma11g12980  AT2G16060 Hemoglobina ndo-simbionte 1
Prevencéo e AOX Glyma04g14800  AT3G22370 Oxidase alternativa 1a
Detoxicagdo de ROS ~ CAT Glyma069g02040  AT4G35090 Catalase 2
APX Glyma12907780  AT1G07890 Ascorbato peroxidase 1
Sinalizagéo P4H Glyma10944480  AT2G43080 Prolina-4-hidroxilase 1
TPS Glyma17907530  AT2G18700 Trealose-6-fosfato sintase 11

@ Amplificagéo de duas isoformas dos genes ADH e nINV; demais genes, amplificagéo de apenas uma isoforma.

Tabela 2. Expresséo diferencial dos genes via gPCR

Expresséo
Gene  Sequéncia do primer (5’-3") [nM] E% BR4 Embrapa 45
05h  4h  28h 05h 4h  28h
ADH  F: CCTGTGAGGGACTGAGTTCTCTTTC 300 90,0 37,8 1674 85,1° 36,0° 103,4° 48,0°
R: ACAGCAGCAAAGGTCCTATCATTCT 300
nsHB  F: TGAAACCACCCTCCTCTTAGACTCC 60 88,5 2,8° 78,0° 256° SA. SA. SA.
R: GAATGCGAAACACTTCCCAACC 60
SUSY F: TGTTGTTGCATGATTTGGATCTTG 60 99,9 12°  31% 24° 44 170
R: CACGGCTTAAAATTGAATTGATGG 60
AOX F: CTTCTTGGGGTATTTGTTGTCACCT 300 91,5 1,77 6,1% 141,3° 26" 4887
R: ATTGCCCTTGTCCAGCTCCTTA 300
APX  F: CACGGTGCCCATAATATTTCTCTC 300 91,7 14% | 24% 23° 18 32°
R: CAACCCAACTCCAATCATCATCAC 300
TPS  F: TGCGTAACAGCAATCTTTCAACAA 200 97,5 _ 18 43 _ _ 57
R: CCCAAGACCTAATCCACCAACC 200
NR F: AATCCCATGCAAGCTCATCTCC 60 84,9 18 19° -18° 15°  16°  _
R: CAAACCCATGAGTAGGTCGTCG 60
INV  F: TCTTGGTGATTCCCTTCCTCGT 200 863 1,30 14> 13° WA
R: ATGAAGCCAGTCTCAGCAGCAG 200
CAT  F: TCGATCAATTTGAAAGAACTTATCCA 100 90,8 - _ 16 - _ _
R: ATACAAACGGCATTTATTGAGATAGC 100
P4H  F: GAATAGTGTGCATGGAGGATGTGAG 100 91,3 - 120 148 - 13
R: TCTTGAGTCACACCGCACAAGAT 100

A andlise das expressdes (abundancia de transcritos hipoxia x normoxia para cada tempo, em cada cultivar) foi realizada pelo software REST 2009
(Qiagen), normalizagé@o da expressao (3-ACTINA + ELF1B), n=3000. Verde: threshold > 2, Vermelho: threshold < -2. S.A.: sem sinal de amplificagao.
2 P(H1) £ 0,001; ® P(H1) < 0,01; ¢ P(H1) < 0,05. "_": sem significancia estatistica.
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ANEXO A

Delineamento experimental para a coleta do material bioldgico.
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ANEXO B

AnexoB -Estabilidade de expressido dos genes candidatos referéncia para normalizacio da
expressao de genes de interesse, calculada pelo algoritimo MormFinder.

Classificagdo  Genes Walor de Melhor W alor de
Estabilidade Combinagio Estabilidade
1 B-actina 0,098 ELF1B & 0,071
2 ELF1B 0,124 B-actina
3 TUA 0,192
4 TUB 0,593
5 RMAM83 0767
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Average expression stability M

ANEXO C

Valores médios de estabilidade de expresséo (M) e classificagdo dos genes
candidatos referéncia para normalizagao da expresséo de genes de interesse,

calculada pelo algoritimo geNorm

Average expression stability values of remaining control genes

02 T T 1
GmRNArBSs TUB TUA ELF 1B
Gmp-actina

<l Least stable genes Most stable genes >
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ANEXO D
Determinacao do numero 6timo de genes referéncia para a normalizagado da
expressao de genes de interesse.

Determination of the optimal number of control genes for normalization
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