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RESUMO 
 
 

A soja é uma das mais importantes culturas na economia mundial, contudo o estresse 
por encharcamento do solo tem efeito severo sobre o crescimento e rendimento de 
plantas cultivadas, pois reduz a disponibilidade de oxigênio, sendo relativamente comum 
em áreas de cultivo, onde o solo não possui uma drenagem eficiente. No Brasil, grande 
parte dessas áreas encontram-se na região Sul do Rio Grande do Sul, também 
conhecida como Terras Baixas, nas quais está sendo introduzida a rotação do arroz 
com a soja. No entanto, a soja é uma espécie sensível ao encharcamento, portanto a 
identificação de genes que possam estar associados a mecanismos de tolerância ao 
encharcamento é importante para o desenvolvimento de genótipos mais tolerantes. 
Entre os genes que têm recebido destaque em condições de deficiência de oxigênio em 
diversos organismos, está o gene associado a hemoglobina não simbionte de classe 1 
(nsHb-1). Além disso, na literatura estudos comprovam a existência de mecanismos 
moleculares de sinalização cruzada, onde genes responsivos a um determinado 
estresse podem contribuir para aumentar a tolerância a outros estresses. A partir dessas 
hipóteses, desenvolve-se esse estudo dividido em dois capítulos. No primeiro, plantas 
de soja superexpressando o fator de transcrição AtAREB1 (Abscisic acid–responsive 
element binding protein – proteína de ligação ao elemento de resposta ao ácido 
abscisíco), que confere tolerância a seca, foram caracterizadas sob condições de 
encharcamento. Foram comparadas as respostas bioquímicas, moleculares e 
fisiológicas, tanto na seca, como no encharcamento. Adicionalmente realizou-se um 
segundo estudo a fim de caracterizar o perfil de expressão do gene nsHb-1 em soja, sob 
os estresses por seca e encharcamento. Os resultados obtidos demonstraram que as 
plantas de soja superexpressando fator de transcrição AtAREB1 apresentaram 
desempenho superior em comparação ao seu background convencional, a cultivar BR16 
no encharcamento. No estresse por encharcamento, as plantas transgênicas se 
destacaram por apresentar maiores taxas para fotossíntese, eficiência instantânea no 
uso da água e eficiência instantânea da carboxilação. Observou-se também um 
mecanismo mais adaptado para o controle de espécies reativas de oxigênio (ROS), bem 
como uma menor ativação de genes estresse responsivos, como o da rota fermentativa 
e da produção de alanina. Com relação ao gene da hemoglobina não simbionte em soja, 
três genes foram selecionados para análise de expressão por meio de RNA-seq e PCR 
em tempo real, sendo esses os genes Glyma.11G121700.1, Glyma.11G121800.1, 
Glyma.20G191200.1. O Glyma.11G121700.1 e o Glyma.11G121800.1 foram 
positivamente regulados em raízes de soja sob encharcamento, sendo que o segundo 
gene foi mais fortemente induzido em comparação ao primeiro. Sob seca, o 
Glyma.11G121700.1 foi induzido em raízes e folhas. O Glyma.20G191200.1, por ser 
classificado como uma leghemoglobina, não foi ativado nas condições de estresses 
testadas. 
 
Palavras-chaves: Encharcamento. Seca. Sinalização cruzada. Glycine max. 
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ABSTRACT 
 
 

Soybean is one of the most important crops in the world economy. However, flooding 
stress has a severe effect on the growth and yield of cultivated plants, as it reduces 
oxygen availability and it is relatively common in growing areas where the soil does 
not have efficient drainage. In Brazil, most of these areas are in the southern region 
of Rio Grande do Sul, also known as Terras Baixas, where rice rotation with soy is 
being introduced. Although, soybean is susceptible to waterlogging, thus the 
identification of genes that may be associated with mechanisms of tolerance to 
waterlogging is important for the development of tolerant genotypes. Among the 
genes that have received prominence under conditions of oxygen deficiency in 
several organisms, is the gene associated with class 1 non-symbiotic hemoglobin 
(nsHb-1). Moreover, in the literature, studies have demonstrated the existence of 
molecular mechanisms of cross-signaling, where genes responsive to one kind of 
stress can contribute to increasing tolerance to other stresses. Based on these 
hypotheses, this study is divided into two chapters. In the first, soybean plants 
overexpressing the transcription factor AtAREB1 (ABA-responsive element-binding 
protein), which confers drought tolerance, were characterized under waterlogging 
conditions. Biochemical, molecular and physiological responses were assessed in 
both drought and flooding. In addition, a second study was conducted to characterize 
the expression profile of the nsHb-1 gene in soybean, under stresses due to drought 
and flooding. The results showed that the soybean plants overexpressing the 
transcription factor AtAREB1 presented a superior performance in comparison to 
their conventional background, the cultivar BR16 in the waterlogging. In water stress, 
the transgenic plants showed the highest rates for photosynthesis, instant efficiency 
in water use and instant efficiency of carboxylation. It was also observed a 
mechanism more adapted to the control of reactive oxygen species (ROS), as well as 
lower activation of stress responsive genes, which are involved in the fermentative 
pathway or in the alanine production route. With respect to the non-symbiotic 
hemoglobin gene in soybean, three genes were selected for expression analysis by 
RNA-seq and real-time PCR, these genes being Glyma.11G121700.1, 
Glyma.11G121800.1 and Glyma.20G191200.1. Glyma.11G121700.1 and 
Glyma.11G121800.1 were positively regulated in soybean roots under waterlogging. 
The second gene is more strongly induced compared to the first. Under drought, 
Glyma.11G121700.1 was induced in roots and leaves. Glyma.20G191200.1, being 
classified as leghemoglobin, was not activated under the stress conditions tested. 
 
Keywords: Flooding. Drought. Cross-talking. Glycine max. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas quando submetidas a condições de excesso de água no solo 

sofrem com a deficiência de oxigênio, estresse que pode ser caracterizado pela 

baixa concentração de oxigênio (hipóxia) ou ausência (anóxia) do mesmo (DREW, 

1997). A deficiência de oxigênio acarreta uma série de distúrbios no metabolismo 

das plantas que se manifestam por meio de alterações no crescimento e 

desenvolvimento (BORELLA et al., 2014). A ausência de oxigênio diminui a 

produção de ATP (adenosina trifosfato), o que gera diversas consequências para o 

metabolismo celular primário, com reflexos nas vias do metabolismo secundário 

(FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004), reduzindo também drasticamente o 

desenvolvimento da planta (WANG; KOMATSU, 2017) e sua produtividade (AZOOZ; 

AHMADM, 2016).  

Na América do Sul estima-se a existência de 200 milhões de hectares de 

áreas inundáveis (JUNK, 1993). No Brasil, cerca de 33 milhões de hectares de solos 

estão sujeitos ao encharcamento temporário (SANTOS, 1999). Parte dessas áreas, 

denominadas Terras Baixas ou Áreas de Várzea, encontram-se na região Sul do 

Brasil, principalmente no Rio Grande do Sul, o qual possui aproximadamente 5,4 

milhões de hectares sujeitos ao encharcamento do solo (PINTO; MIGUEL; 

PAULETTO, 2017). Tradicionalmente essas áreas eram ocupadas com o cultivo do 

arroz irrigado, entretanto, nos últimos anos, a cultura da soja surgiu como uma 

alternativa para rotação de culturas. A rotação de culturas permite a melhoria do 

sistema, pois espécies distintas apresentam necessidades nutricionais 

diversificadas, bem como contribuem com resíduos vegetais de maneira singular 

para o solo (VEDELAGO, 2014), além de quebrar o ciclo de reprodução de muitas 

pragas e doenças (RATNADASS et al., 2012) e gerar uma diversificação na renda 

do produtor (VERNETTI JÚNIOR et al., 2009). Embora a soja esteja sendo cultivada 

nessas regiões, perdas de produtividade são frequentemente registradas em função 

desta não ser uma cultura adaptada ao encharcamento do solo.  

Estudos visando a identificação de genes que possam conferir tolerância ao 

estresse por encharcamento tornam-se necessários, com a finalidade de viabilizar o 
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desenvolvimento de cultivares mais tolerantes. Na literatura, inúmeros trabalhos têm 

sido publicados visando a prospecção de genes para tolerância aos estresses 

abióticos como seca (ALEXIEVA et al., 2001; CASAGRANDE et al., 2001; HONNA et 

al., 2016; HOSSAIN et al., 2016; LATA; PRASAD, 2011; RECCHIA et al., 2013; 

FUGANTI-PAGLIARINI et al., 2017; TAJI et al., 2002), salinidade (HANIN et al., 

2016; MARQUES et al., 2015; WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003), temperaturas 

elevadas (WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003) e até mesmo de acúmulo de metais, 

como zinco, níquel e chumbo (PRASAD; FREITAS, 2003).  

Entretanto, trabalhos que visam identificar genes associados a hipóxia ou 

encharcamento do solo ainda são incipientes, sendo em sua maioria realizados com 

arroz (NAIDOO, 1983; NASH; GRAVES, 1993; NISHIUCHI et al., 2012; SINGH; 

MACKILL; ISMAIL, 2014; VAN VERK; BOL; LINTHORST, 2011). Até o momento, as 

informações geradas dos genes identificados, caracterizados e envolvidos nas 

respostas ao encharcamento e a outras características complexas estão longe de 

serem suficientes para o entendimento do pool gênico, das vias de resposta e de 

como é a conexão genótipo-fenótipo (NAKAYAMA et al., 2017).  

A maioria dos estudos com genes para obtenção de plantas mais tolerantes 

aos estresses abióticos se baseiam na superexpressão de fatores de transcrição 

(TF), os quais são capazes de regular a expressão de um grande número de genes, 

promovendo mudanças expressivas nas plantas. Destaca-se entre os TF, o TF 

AtAREB1 (Proteína de ligação ao elemento responsivo ao ABA). Plantas de soja 

superexpressando o TF de AREB1 de Arabidopsis thaliana apresentaram 

desempenho superior sob seca, em ensaios conduzidos em casa de vegetação e a 

campo (LEITE et al., 2014; MARINHO et al., 2015; FUGANTI-PAGLIARINI et al., 

2017; NAKASHIMA et al., 2018). Por atuar na regulação de um grande número de 

genes e ativar diversas estratégias de proteção celular (YAMAGUCHI; FUNAMOTO; 

SHIGYO, 2004; YOSHIDA et al., 2010), esse TF pode também refletir na ativação de 

vias de resposta ao estresse por encharcamento, através de mecanismos de 

sinalização cruzada, onde um gene capaz de conferir tolerância a determinado 

estresse pode também contribuir para o aumento da tolerância a outro estresse. 

Mecanismos de sinalização cruzada para diferentes estresses abióticos já foram 
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descritos na literatura, como no trabalho de Chen et al. (2016), o qual descreveu TFs 

das famílias AP2 (Activating protein 2), bZIP (Basic Leucine Zipper Domain), MYB e 

NAC. Na pesquisa de Syed et al. (2015) a expressão dos genes SUB1 

(Submergence 1), PRR7 (Pseudo-Response Regulators 7), TOC1 (Timing Of Cab 

Expression 1), responsivos ao estresse por seca e encharcamento. Sendo assim, é 

possível que o TF AtAREB1, quando superexpresso na planta, possa conferir um 

aumento da tolerância ao encharcamento. 

Além disso, uma proteína que tem merecido destaque nos mecanismos de 

resposta a deficiência de oxigênio é a hemoglobina não simbionte de classe 1 

(nsHb-1). Em plantas a nsHb-1 já foi descrita em diversas espécies como 

Arabidopsis thaliana (HUNT et al., 2002), arroz (OHWAKI et al., 2005; LIRA-RUAN; 

RUIZ-KUBLI; ARREDONDO-PETER, 2011), milho (SÁENZ-RIVERA et al., 2004; 

ZHAO et al., 2008), cevada (TAYLOR et al., 1994), alfafa (DORDAS et al., 2003), 

tomate (WANG et al., 2003), beterraba (LEIVA-ERIKSSON et al., 2014), dentre 

outras espécies (VINOGRADOV; HOOGEWIJS; ARREDONDO-PETER, 2011). Essa 

classe de hemoglobinas está envolvida na rota metabólica do óxido nítrico (NO), 

durante períodos prolongados de baixa concentrações de O2, chamado de ciclo 

nsHb/NO (DORDAS, 2009). Essa enzima, além de fazer o controle dos níveis de 

NO, mantendo o balanço redox na planta, também contribuiu para tolerância a 

hipóxia aumentando a reciclagem de NADH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleotídio) 

para que a glicólise continue gerando ATP (GUPTA et al., 2011). 

Dessa forma, esse estudo está dividido em dois artigos, o primeiro tem por 

objetivo caracterizar plantas transgênicas contendo a construção 35S-AtAREB1 sob 

estresse por encharcamento, considerando aspectos fisiológicos, bioquímicos e 

moleculares, comparando com a respectiva cultivar convencional BR16. No segundo 

trabalho buscou-se caracterizar os genes da hemoglobina não simbionte de classe 1 

(nsHb-1) em soja sob estresse por seca e encharcamento, utilizando ferramentas de 

bioinformática em conjunto com a avaliação da expressão gênica por meio de RNA-

seq e PCR em tempo real. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A CULTURA DA SOJA NO BRASIL E NO MUNDO  

 

A soja (Glycine max) é uma espécie autógama, anual (PRATAP et al., 2012), 

herbácea incluída na subdivisão Angiospermae, classe Magnoliopsida 

(Dicotiledônea), ordem Fabales, família Fabaceae, subfamília Faboideae, gênero 

Glycine L (ROCHA, 2009), pertencente a mesma subfamília que o feijão, ervilha e 

lentilha (AHMED; HASAN, 2014).  

No setor do agronegócio mundial, a produção de soja está entre as atividades 

econômicas que, nas últimas décadas, apresentou crescimento mais expressivo 

(DALL´AGNOL; LAZAROTTO; HIRAKURI, 2010; HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014), 

sendo uma das mais importantes culturas na economia mundial (GILLMAN et al., 

2017). Seus grãos são amplamente utilizados pela agroindústria, para a produção de 

óleo vegetal e rações para alimentação animal, na indústria química e de alimentos. 

Recentemente, vem crescendo também o uso dessa oleaginosa como fonte 

alternativa de biocombustível (FREITAS, 2011; CHURASIA; SINGH; KUMAR, 2016).  

Aproximadamente 336 milhões de toneladas de soja são produzidas 

mundialmente (EMBRAPA, 2018). Os países com maior produção são os Estados 

Unidos, Brasil e Argentina (PEGANO; MIRANSARI, 2016), os quais concentram 

84,41% da produção global da cultura (COSTA, 2018). Com o aumento 

populacional, que acarreta num maior consumo de carne, e consequentemente uma 

maior demanda de farelo, conjuntamente com o fortalecimento do mercado asiático, 

a soja será uma das commodities com crescimento mais expressivo ao longo dos 

anos (HARTMAN; WEST; HERMAN, 2011).  

No Brasil, a soja e o milho permanecem como as principais culturas no país, 

sendo que os dois produtos correspondem a quase 90% do que é produzido 

(CONAB, 2018). Segundo o levantamento de grãos do mês de dezembro da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a safra 2017/18 de soja alcançou 

uma área de 35.149,2 hectares, com a média de produção de 3.433 kg.ha-1 e uma 

produção total de 119.281,7 toneladas. Sendo os maiores produtores Mato Grosso, 
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Paraná e Rio Grande do Sul (CONAB, 2018). Desta produção, 68,1 milhões de 

toneladas são exportados, e o restante permanece para o consumo interno, sendo 

na sua grande maioria utilizado para produção de farelo (EMBRAPA, 2018; MAPA, 

2018). 

O crescimento da cultura da soja no país deve-se principalmente aos avanços 

científicos e a disponibilização de tecnologias ao setor produtivo bem como o forte 

incremento na área de cultivo (FRANÇA-NETO et al., 2016). A mecanização e o 

desenvolvimento de cultivares altamente produtivas adaptadas às diversas regiões, 

o desenvolvimento de estratégias tecnológicas relacionadas ao manejo de solos, ao 

manejo de adubação e calagem, ao manejo de pragas e doenças, além da 

identificação e solução para os principais fatores responsáveis por perdas no 

processo de colheita, são fatores promotores do crescimento da cultura (FREITAS, 

2011). 

Porém, culturas produzidas a campo estão expostas a ambientes variáveis 

que podem promover dificuldades para o crescimento e desenvolvimento da planta, 

resultando em perdas produtivas e econômicas significativas (KULCHESKI, 2013). 

Assim, a capacidade da planta de se desenvolver em condições de estresse 

ambiental, torna-se um fator chave para aumentar o rendimento das culturas. 

 

2.2 ESTRESSE ABIÓTICO POR ENCHARCAMENTO NA SOJA 

 

O estresse por encharcamento tem efeito severo sobre o crescimento e 

rendimento de plantas cultivadas (NAKAYAMA et al., 2017), sendo comum em áreas 

de cultivo onde as características do solo fazem com que sua drenagem seja 

ineficiente. A principal consequência do encharcamento do solo é a deficiência de 

oxigênio (O2) (VOESENEK et al., 2006). Sabe-se que a difusão de O2 na água é 

drasticamente reduzida (SASIDHARAN; VOESENEK, 2015), pois o coeficiente de 

difusão de O2 é aproximadamente 10.000 vezes menor que na atmosfera 

(SOMERVILLE; PROCTOR, 2013).  

A maioria das espécies de plantas não são adaptadas para sobreviverem à 

submersão ou encharcamento prolongado do solo (LORETI; VAN VEEN; PERATA, 
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2016). As plantas dependem do oxigênio para produzirem energia, portanto sua 

disponibilidade é necessária. Mudanças na sua acessibilidade levam a rearranjos 

metabólicos drásticos e a sua ausência leva a morte de organismos aeróbicos 

associados à planta (BANTI et al., 2013).  

Quando o oxigênio se torna limitado para as funções respiratórias das 

plantas, evento chamado de hipóxia, ocorre uma drástica redução da produção 

normal de ATPs, oriundos da fosforilação oxidativa. Enquanto na ausência completa 

de oxigênio, chamada de anóxia, não há produção de ATP por via da fosforilação 

oxidativa (SOUSA; SODEK, 2002; VARTAPETIAN et al., 2014). Tanto hipóxia 

quanto a anóxia desencadeiam uma reprogramação extensiva da expressão gênica 

(PERATA; ALPI, 1993). 

Além disso, o encharcamento na soja pode causar clorose, necrose, 

descoloração, defoliação, redução da fixação de nitrogênio e morte da planta (WU et 

al., 2017), reduzindo drasticamente o crescimento (WANG et al., 2017) e 

produtividade da cultura (AZOOZ; AHMADM, 2016). Ainda, a falta de O2 no sistema 

radicular da planta de soja, além de inibir a fixação simbiótica, também inibe a 

absorção de nitrogênio e outros minerais, prejudicando o crescimento das raízes e a 

nodulação (SALLAM; SCOTT, 1987).  

No Brasil, cerca de 33 milhões de hectares de solos estão sujeitos ao 

encharcamento temporário (SANTOS, 1999). Parte dessas áreas, denominadas 

Terras Baixas ou Áreas de Várzea, encontram-se na região Sul do Brasil, 

principalmente no Rio Grande do Sul, o qual possui aproximadamente 5,4 milhões 

de hectares de Terras Baixas (PINTO; MIGUEL; PAULETTO, 2017). 

Tradicionalmente essas áreas vinham sendo destinadas ao monocultivo de arroz 

irrigado. Porém, visando aumentar a sustentabilidade do sistema, nos últimos anos 

vem ocorrendo o incremento da cultura de soja em rotação com a cultura do arroz 

(VENTURINI; 2014). A rotação de culturas é uma prática de interesse para o 

produtor, principalmente para o aumento da renda e também auxiliando na quebra 

do ciclo de pragas e plantas daninhas, bem como, contribui com a deposição de 

resíduos vegetais no solo (VEDELAGO, 2014).  
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Embora seja considerada uma cultura sensível ao encharcamento do solo, a 

soja vem sendo estudada como alternativa para áreas de várzea (RIBAS-CARBO et 

al., 2005), levando a necessidade de se desenvolver estratégias para o 

desenvolvimento de genótipos mais tolerantes.  

 

2.3 MECANISMOS DE RESPOSTAS AO ENCHARCAMENTO 

 

Os mecanismos de tolerância das plantas ao encharcamento do solo 

baseiam-se em uma série de características e estratégias adaptativas que melhoram 

a troca de gases e mantêm a produção de energia pela planta (ARMSTRONG; 

BRÄDLE; JACKSON, 1994).  

A adaptação à troca de gases com o meio ambiente é essencial para evitar 

hipóxia intracelular. Para isso, as plantas podem induzir e/ou constitutivamente 

desenvolver aerênquima, espaços conectados longitudinalmente, que facilitam a 

difusão de gases na planta (TAKAHASHI et al., 2014). Esse mecanismo geralmente 

é combinado com uma mudança na arquitetura da raiz para minimizar a distância 

entre a superfície aérea e as raízes inundadas, através do surgimento de estruturas 

como raízes adventícias, as quais visam captar oxigênio da superfície, durante o 

período de exposição ao encharcamento nas raízes (STEFFENS; RASMUSSEN, 

2016).  

Em uma estratégia alternativa, a planta pode também entrar em um estado de 

inatividade (quiescência), para ser revertido assim que o encharcamento retroceda 

(AKMAN et al., 2012; VOESENEK; BAILEY-SERRES, 2015). Essa é também uma 

tática de difícil adoção, visto que a energia e a utilização de carbono devem ser 

reduzidas ao mínimo, para fazer reservas por muito tempo, enquanto necessitam 

simultaneamente ser suficientes para manter a integridade celular. 

No momento em que a planta é exposta a um decréscimo de oxigênio ocorre 

a indução do metabolismo fermentativo, permitindo que a planta continue a glicólise 

para produção de ATP (PERATA; ALPI, 1993). Nessas condições, as plantas têm 

que sobreviver com a pequena quantidade de ATP que ainda pode ser produzido 

através da glicólise, pois quando o ciclo de Krebs e cadeia transportadora de 
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elétrons não estão completamente ativos na falta de oxigênio, há uma diminuição na 

produção de ATPs, passando de 36 ATPs numa situação de normóxia para 2 ATPs 

durante a hipóxia. A falta da reoxidação mitocondrial do NADH coloca a glicólise em 

risco de parar logo após a exposição a baixas condições de oxigênio, a menos que 

um mecanismo alternativo para a reoxidação do NADH seja ativado (KENNEDY; 

RUMPHO; FOX, 1992; RICARD et al., 1994). Sob a deficiência de oxigênio, o 

metabolismo da planta usa piruvato como substrato inicial para alternar duas vias 

principais de reoxidação de NADH: as fermentações por etanol e por ácido lático 

(GEIGENBERGER, 2003). 

A primeira rota de fermentação ativada é a do ácido lático, na qual ocorre uma 

rápida ativação da lactato desidrogenase (LDH) que catalisa a redução do piruvato 

para o lactato, resultando na regeneração de NAD+ (RIVOAL; RICARD; PRADET, 

1991). A produção de lactato acidifica o citoplasma, resultando em um valor ótimo de 

pH para a atividade PDC (piruvato descarboxilase), com a consequente ativação da 

via de fermentação do etanol para evitar qualquer acidificação citoplasmática 

deletéria (FELLE, 2005; ROBERTS et al., 1984). A interação entre a fermentação 

lática e etanólica leva ao controle rigoroso do pH citosólico das células (ROBERTS 

et al., 1984).  

Já a fermentação etanólica consiste na conversão de piruvato em etanol. As 

duas enzimas responsáveis pela fermentação etanólica são a PDC, que converte 

piruvato em acetaldeído mais dióxido de carbono (CO2) e a álcool desidrogenase 

(ADH), que converte o acetaldeído em etanol, regenerando NAD+ (TADEGE; 

KUHLEMEIER, 1997; MELLEMA et al., 2002). Além da importância dessa conversão 

para a geração de energia, a ADH é de extrema importância para evitar a toxicidade 

celular, pois o acetaldeído é altamente tóxico para a célula, tendo que ser 

rapidamente convertido em etanol (BAILEY-SERRES; VOESENEK; 2010). 

Um metabolismo alternativo, que também é importante para o processo que 

pode reciclar NAD(P)H a NAD(P)+ durante a hipóxia, é o que induz a nitrato redutase 

levando a formação de óxido nítrico (NO). No entanto o acúmulo de NO na célula 

pode ser tóxico (DORDAS; RIVOAL; HILL, 2003). Neste contexto, o papel da nsHb-1 

e o NO também foram destacados em muitas espécies de plantas, através de um 
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ciclo chamado de ciclo nsHb/NO (ANDERSSON et al., 1996; IGAMBERDIEV et al., 

2005). O NO é altamente reativo e sua reação com a nsHB-1 é considerada como 

uma rota importante para a sua desintoxicação (PERAZZOLLI; ROMERO-

PUERTAS; DELLEDONNE, 2006). O NO produzido em baixos níveis de O2 através 

da ativação da enzima nitrato redutase, reage com nsHbO2 e produz NO3. Essas 

reações oxidam NAD(P)H, mantendo o estado redox da célula e auxilia na 

manutenção da glicólise (DORDAS, 2009; MARICLE et al., 2014). 

Outra rota que ocorre durante situações de hipóxia é a de reconfiguração do 

metabolismo de nitrogênio/carbono primário, a qual é chamada de ciclo da alanina 

(DREW, 1997; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008). A enzima que participa dessa 

rota é chamada de alanina aminotransferase (AlaAT), que catalisa a conversão 

reversível de piruvato e glutamato em alanina e oxoglutarato (ROCHA et al., 2010). 

Essa rota realiza a conversão de piruvato em alanina, a qual economiza esqueletos 

de carbono e nitrogênio (pelo grupamento amino) que, de outro modo, seriam 

consumidos pela via fermentativa, evitando assim uma escassez de disponibilidade 

de carbono (RICOULT et al., 2005) e de nitrogênio (MIYASHITA; GOOD, 2008). 

Quando a planta retorna ao estado de normóxia, a alanina é convertida novamente 

em piruvato pela AlaAT, que por sua vez pode ser utilizado no Ciclo de Krebs, 

evitando a escassez desta molécula. Já o nitrogênio liberado é utilizado para a 

manutenção da sobrevivência da planta (RICOULT et al., 2006). 

É de expressiva importância aprofundar o conhecimento atual sobre a 

regulação da transcrição de genes, metabólitos e vias fermentativas, e suas 

interações durante respostas ao encharcamento e baixa disponibilidade de O2 

(GIBBS et al., 2011; LICAUSI et al., 2011). Esses dados podem contribuir para 

caracterização e geração de cultivares mais adaptadas, tornando assim, mais 

eficiente o atual modelo produtivo de áreas sujeitas ao encharcamento do solo, que 

atualmente é ocupado, em grande parte, pelo monocultivo de arroz irrigado 

(BORELLA et al., 2017). 
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2.4 GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA DAS PLANTAS AO ENCHARCAMENTO E SUA 

RELAÇÃO COM A BIOTECNOLOGIA 

 

Os produtos gênicos detectados no estresse por encharcamento podem ser 

classificados em quatro grupos: diversos genes metabólicos, incluindo aqueles 

previamente identificados como polipeptídeos anaeróbios (ANPs); componentes de 

transdução de sinal, incluindo quinases e fatores de transcrição (TFs); proteínas 

relacionadas à defesa e proteínas envolvidas na estrutura do DNA e regulação pós-

transcricional (DENNIS et al., 2000). 

Genes que regulam a expressão de uma única proteína também já foram 

identificados por terem papel importante nos mecanismos de resposta a hipóxia, por 

exemplo, a hemoglobina não simbionte de classe 1 (nsHb-1) (DORDAS et al., 2003; 

DORDAS et al., 2004; NAKAYAMA et al., 2017), age em uma rota na qual ocorre a 

desintoxicação de NO, a qual regenera NAD+ para ser utilizado na quebra de glicose 

(STOIMENOVA et al., 2007). A expressão do gene nsHb-1 em hipóxia já foi 

demonstrada em A. thaliana (HUNT et al., 2002), cevada (TAYLOR et al., 1994), 

carvalho (PARENT et al., 2008) e arroz (LIRA-RUAN; RUIZ-KUBLI; ARREDONDO-

PETER, 2002).  

No estudo de Thiel et al. (2011), plantas de A. thaliana superexpressando o 

gene da nsHb-1 apresentaram um rearranjo transcricional, resultando numa pré-

adaptação da planta a hipóxia e ao estresse osmótico, assim como, originou 

sementes capazes de alterar seu metabolismo para economizar energia em 

situações de baixa concentração de O2. Em trabalho conduzido por Zhao et al. 

(2008), o gene nsHb-1 do milho foi superexpresso em plantas de tabaco e resultou 

em um aumento da tolerância das plantas ao encharcamento, estresse osmótico e 

salino. A superexpressão em alfafa do gene nsHb-1 isolado de cevada resultou em 

aumento da atividade antioxidante em raízes durante a hipóxia (DORDAS,2009). 

Dessa mesma forma, quando superexpresso em A. thaliana, o gene nsHb-1 de 

espinafre reduziu o acúmulo de NO nas raízes (BAI et al., 2016). Todos esses 

trabalhos demonstram o potencial do gene nsHb-1 em aumentar a tolerância ao 

encharcamento em diversas espécies.  
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Além do gene nsHb-1, a categoria de genes chamados de fatores de 

transcrição (TFs) vem se destacando em estudos associados a estresses abióticos. 

Os TFs são proteínas que se ligam a promotores no DNA e estimulam a expressão 

de vários genes de resposta e/ou defesa a estresses bióticos e abióticos (LATA; 

YADAV; PRASAD, 2011; WANG et al., 2016). No geral, estudos recentes sugerem 

que as vias de sinalização aos estresses abióticos, como encharcamento e hipóxia, 

são controladas através de vários sinais e proteínas em uma rede altamente 

conectada (SCHMIDT et al., 2017), envolvendo um número grande de genes. Dessa 

maneira, por promoverem a ativação da expressão de mais de um gene de resposta 

ao estresse, os TFs se tornam alvos interessantes para serem estudados.  

Os TFs pertencentes as famílias MYC, MYB, AP2/ERF e NAC foram relatados 

como capazes de regular a expressão de ADH em Arabidopsis (ABE et al., 2003; 

CHRISTIANSON et al., 2009; PAPDI et al., 2008). No trabalho de Nakayama et al. 

(2017) com plantas de soja submetidas a hipóxia, dois genes de TFs da família 

ABF/AREB (Glyma.06G040400 e Glyma.19G122800) foram mais expressos na 

condição de hipóxia após 28 horas. Através desses e outros estudos, vem sendo 

demonstrada a importância dos TFs no estresse por deficiência de oxigênio, sendo 

esses possíveis alvos na obtenção de plantas mais tolerantes às condições de 

encharcamento (REJEB; PASTOR; MAUCH-MANI, 2014).  

As técnicas de biotecnologia, como o desenvolvimento de plantas 

transgênicas, constituem uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento de 

plantas com maior tolerância a estresses. Entretanto, embora muitos avanços 

tenham sido realizados, até o momento a maioria das plantas transgênicas 

disponíveis comercialmente possuem características associadas a resistência a 

herbicidas e a insetos (WANG et al., 2017). Muitos artigos já foram publicados 

acerca da identificação e validação de genes para conferir tolerância aos estresses 

abióticos, sendo em sua maioria genes para estresses como seca (ALEXIEVA et al., 

2001; CASAGRANDE et al., 2001; HONNA et al., 2016; HOSSAIN et al., 2016; 

LATA; PRASAD, 2011; RECCHIA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2012; TAJI et al., 

2002), salinidade (HANIN et al., 2016; MARQUES et al., 2015; WANG; VINOCUR; 

ALTMAN, 2003), temperaturas elevadas (WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003) e até 
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mesmo de acúmulo de metais (PRASAD; FREITAS, 2003). No entanto os estudos 

com estresse sob hipóxia ou encharcamento ainda são incipientes, sendo a maioria 

dos trabalhos realizados com arroz (BLANKE; COOKE, 2004; NAIDOO, 1983; 

NASH; GRAVES, 1993; NISHIUCHI et al., 2012; SINGH; MACKILL; ISMAIL, 2014; 

VAN VERK; BOL; LINTHORST, 2011). 

Trabalhos com genes para tolerância ao encharcamento em soja ainda são 

escassos (NAKAYAMA et al., 2017; VALLIYODAN et al., 2014). Nesse sentido, a 

descoberta de genes e rotas metabólicas associadas a tolerância ao 

encharcamento, aliada às ferramentas biotecnológicas como a transgenia, a 

engenharia genética de precisão, ou ainda, o uso de marcadores moleculares, 

poderão resultar em genótipos de soja capazes de tolerar e sobreviver ao estresse. 

 

2.4.1 Fator de Transcrição AREB e Mecanismo de Regulação  

 

Os TFs conhecidos como AREB/ABF (ABA-Responsive Element Binding 

Protein/ABRE-Binding Factor) são pertencentes a família bZIP, a qual possui 

diversos genes com papel importante nos mecanismos de tolerância a estresses 

abióticos (CHOI et al., 2000; UNO et al., 2000; YOSHIDA et al., 2010). Três 

membros dessa família, conhecidos como AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 e ABF3 são 

altamente induzidos por ABA e estão envolvidos na sinalização da resposta a 

estresses osmóticos, como salinidade e desidratação em plantas (CHOI et al., 2000; 

UNO et al., 2000; KANG et al., 2002; KIM et al., 2004; FUJITA et al., 2005; 

FURIHATA et al., 2006, UNO et al., 2016). Já no encharcamento, dois genes 

AREB/ABF (Glyma.06G040400 e Glyma.19G122800) foram descritos por Nakayama 

et al. (2017) apresentando um aumento de sua expressão após 28 horas de hipóxia.  

O TF AREB/ABF é ativado após a detecção do estresse pela planta e ao 

consequente aumento na concentração de ABA, por um sistema de regulação duplo-

negativo. O ABA se liga aos receptores de ABA RCARs/PYR1/PYLs (Regulatory 

Components of ABA Receptor/Pyrabactin Resistance Protein1/PYR-Like proteins) 

para formar o complexo que fornece um sítio ativo para a ligação da PP2C (Proteína 

Fosfatase do tipo 2C), causando assim, a inibição da atividade da PP2C. Essa 
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inibição da PP2C possibilita a indução da proteína quinase SnRK2, a qual sofre auto 

fosforilação. Uma vez ativadas, as SnRK2s atuam como regulador positivo da 

sinalização, fosforilando seus alvos a jusante, como os fatores de transcrição 

AREB/ABF, que se ligam ao cis elementos ABRE e modulam a expressão gênica 

(MA et al., 2009; PARK et al., 2009; DE ZELICOURT, 2016).  

Assim, na presença de ABA, os PP2Cs são inativados, e não podem reprimir 

a atividade da fosfatase SnRK, a qual uma vez estando livre, poderá iniciar a via de 

regulação responsiva a ABA, e ativar através da fosforilação, o elemento responsivo 

a ABA (ABRE) que regula a expressão de muitos genes (Figura 2.1B). Quando não 

ocorre o estresse, a sinalização por ABA é inativada, pois não há inibição da PP2C, 

e esta permanece ligada a SnRK2 impedindo sua fosforilação (YOSHIDA et al., 

2010; SOON et al., 2012). (Figura 2.1A).  

Vários TFs regulam a expressão de genes que respondem a ABA através de 

ABRE, que contém a sequência central PyACGTGGC, que regula a expressão 

gênica responsiva à desidratação e à alta salinidade em plantas na via dependente 

de ABA. (ZANDKARIMI et al., 2015). No entanto, para que ocorra todo mecanismo 

de transcrição de genes ABA-dependentes através de AREB, uma única cópia de 

ABRE não se mostra suficiente. Um par de elementos ABRE ou Elementos de 

Acoplamento (CE) são necessários para realizar a transcrição (GÓMEZ-PORRAS et 

al., 2007). Três elementos de acoplamento foram descritos, CE1, CE3 e DRE 

(elemento que responde à desidratação), sendo esses CE semelhantes a ABRE, 

mas como indicado acima, um par ABRE também pode funcionar como um 

Complexo Responsivo Mínimo a ABA (ABRC), com o segundo ABRE 

desempenhando o papel de um CE (SHEN; ZHANG; HO, 1996). Todos esses 

componentes serão responsáveis pelo desencadeamento das respostas do 

complexo ABA (Figura 2.1B). 
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Figura 2.1 – Rota de sinalização do ácido abscísico principal (ABA). (A) Na ausência de 
ABA, os receptores ABA são inativados e as Proteínas Fosfatase 2C (PP2C) inibem as 
ações relacionados com as Proteínas Quinases tipo 2 (SnRK2). (B) Na presença de ABA, os 
receptores ABA, que são proteínas do complexo RCAR/PYR1/PYL que se ligam a ABA e 
por sua vez inibem a atividade da PP2C, permitindo a ativação de SnRK2s através da auto 
fosforilação. As SnRK2s ativadas então fosforilam seus alvos a jusante, como os fatores de 
transcrição AREB/ABF, que se ligam ao cis elementos ABRE e modulam a expressão 
gênica. Eles também podem fosforilar outras proteínas, como transportadores de íons 
(canais iônicos) e NADPH oxidases. Juntos, esses eventos levam ao estabelecimento da 
resposta ABA. 
 

 

Fonte: Adaptado de de Zelicourt et al. (2016). 

 

Estudos anteriores mostraram que dos nove membros de AREB/ABFs em 

Arabidopsis thaliana, AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 e ABF3 foram induzidos por ABA 

e estresse osmótico em tecidos vegetativos (CHOI et al., 2000; UNO et al., 2000; 

FUJITA et al., 2005; YOSHIDA et al., 2010; FUJITA et al., 2011), o que sugere que 

eles estão envolvidos com a sinalização por ABA e/ou a sinalização por estresse. No 

trabalho de Fujita et al. (2005), foi relatado que plantas transgênicas de A. thaliana 

superexpressando a forma ativa de AREB1 mostraram hipersensibilidade ao ABA e 

maior tolerância à seca.  
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A hipótese de que o gene AREB1 está envolvido na ativação de genes que 

apresentam características de proteção das estruturas celulares durante a 

desidratação celular, e são expressos em resposta a estresses abióticos como seca, 

temperaturas altas e baixas e salinidade (SEKI et al., 2003), foi comprovada em 

outras espécies. No estudo conduzido no Laboratório de Biotecnologia Vegetal da 

Embrapa Soja por Barbosa et al. (2012) utilizando plantas de soja superexpressando 

o gene AtAREB1, as plantas transformadas sobreviveram a um período de seca de 

cinco dias e não apresentaram danos nas folhas, além de, conferir maior 

crescimento e desempenho fisiológico superior sob seca quando comparado ao tipo 

selvagem. No trabalho realizado por Marinho et al. (2015), utilizando a construção 

35S-AtAREB1, relatou-se uma sobrevivência de 60% das plantas do evento 

1Ea2939 (evento transgênico), enquanto a cultivar convencional BR16 apresentou 

uma taxa de 0% de sobrevivência, em um experimento de 17 dias de déficit hídrico 

seguido por 7 dias de reidratação para observar a sobrevivência das plantas.    

Embora o gene AtAREB1 tenha sido prospectado e validado para condições 

de estresse osmótico e seca, há possibilidade de que o mesmo desempenhe papel 

de importância mediante outros tipos de estresse, em atribuição à sua função na 

ativação de um grande número de genes de defesa e proteção celular.  

 

2.5 SINALIZAÇÃO CRUZADA (CROSS-TALK) ENTRE OS ESTRESSES POR ENCHARCAMENTO 

E SECA  

 

O termo sinalização cruzada “cross talk” é usado para se referir a situações 

em que diferentes vias de sinalização compartilham um ou mais intermediários/ 

componentes ou possuam algum resultado em comum (CHINNUSAMY; 

SCHUMAKER; ZHU, 2004). As vias de respostas aos estresses abióticos, que 

aparentam ser vias de sinalizações independentes, podem vir a interagir por meio da 

sinalização cruzada (KNIGHT; KNIGHT, 2001).  

Na literatura vários genes foram relatados como responsivos a diferentes 

estresses abióticos, podendo apresentar resultados positivos no aumento da 

tolerância da planta ou até mesmo a geração de um produto intermediário ou final 
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em comum. Um estudo com o propósito de entender melhor os genes que atuam em 

vias de resposta por sinalização cruzada foi conduzido por Li et al. (2017), que 

identificou uma série de TFs como RLKs, MAPKs, AP2/ERFBPs, WRKYs, MYBs, 

enzimas E2 e E3 ligases, como responsivos aos estresses por frio e seca. Em outro 

trabalho conduzido por Zhu et al. (2013) identificou-se 62 genes comuns aos 

estresse por frio, seca, salinidade e pH, os quais também são induzidos por ABA, 

podendo estar atuando em uma via de sinalização cruzada em resposta aos 

diferentes estresses. 

No caso da seca e do encharcamento, ambos são estresses recorrentes na 

natureza, e que causam um impacto negativo em todos os estágios de 

desenvolvimento, afetando o crescimento e a produtividade da soja (VALLIYODAN; 

NGUYEN, 2006; KOMATSU et al., 2009). Assim, compreender possíveis 

mecanismos de sinalização cruzada entre esses estresses auxiliaria no 

desenvolvimento de plantas mais tolerantes a ambas condições adversas.  

Nesse sentido, vários esforços têm sido feitos para elucidar esses 

mecanismos. Por exemplo, no estudo de Chen et al. (2016) é relatado o cross-talk 

entre algumas famílias de TFs ABA-dependente que são responsivas tanto para o 

estresse por encharcamento quanto para seca na soja, sendo essas família: AP2, 

bZIP, MYB e NAC. Na pesquisa de Syed et al. (2015) a expressão dos genes SUB1, 

PRR7, TOC1 foram equivalente em ambos os estresses. Apesar desses avanços, os 

mecanismos de tolerância ao encharcamento em plantas ainda estão longe de 

serem compreendidos.  

Além disso, um dos primeiros componentes identificados em vias de resposta 

ao estresse são as respostas dos hormônios. Os hormônios constroem uma rede de 

sinalização e regulam mutuamente vários sistemas metabólicos e de sinalização, 

que são essenciais tanto para o desenvolvimento das plantas quanto para as 

respostas das plantas aos estresses bióticos e abióticos (MUNNÉ-BOSCH; 

MÜLLER, 2013).  

Um hormônio bastante estudado para sinalização aos estresses abióticos é o 

ácido abscísico (ABA). A concentração desse hormônio é regulada positivamente 

sob condições de seca (XIONG; ZHU, 2002). O aumento do nível de ABA em 



41 

 

     

 

condições de deficiência de oxigênio na fase de recuperação pós-estresse foi 

relatado em A. thaliana (YEUNG et al., 2018), porém a regulação de ABA durante o 

encharcamento e hipóxia permanece vaga (HSU et al., 2011; YIN et al., 2016).  

 

2.6 HIPÓTESES DO ESTUDO 

 

Através de estudos como de Yeung et al. (2018), pode-se sugerir uma 

possível interação entre as vias de respostas aos estresses hídricos pela regulação 

de níveis de ABA. Sendo assim, podemos lançar a hipótese de que genes como o 

TF AREB, podem vir a promover tolerância na planta tanto a seca quanto ao 

encharcamento, auxiliando na compreensão dos mecanismos complexos de 

percepção, sinalização e resposta a diferentes estresses abióticos na soja. 

Já para o gene nsHb-1, pode vir a ser utilizado na obtenção de plantas mais 

tolerantes ao encharcamento, devido a sua atividade na manutenção do estado 

redox da célula e regeneração de NAD+ durante estresses por deficiência de 

oxigênio (DORDAS et al., 2003; IGAMBERDIEV; HILL, 2004; MOŢ, 2014), sendo 

assim, é possível que ocorra a ativação desse gene na soja em situação de 

encharcamento. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar os genes AtAREB1 e 

hemoglobina não simbionte de classe 1 (nsHb-1) em soja sob condição de seca e 

encharcamento. 

 

 

 

 

 



42 

 

     

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar as respostas fisiológicas, bioquímicas e moleculares de plantas 

de soja GM contendo a construção 35S-AtAREB1 e sua isolinha convencional BR16, 

nas condições de seca e encharcamento.  

Identificar genes da hemoglobina não simbionte (nsHB) de soja e caracterizar 

a sua expressão por meio de PCR quantitativo em raízes e folhas de soja sob seca e 

encharcamento. 
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4.  ARTIGO A: CARACTERIZAÇÃO FISIOLÓGICA, BIOQUÍMICA E MOLECULAR 

DE PLANTAS DE SOJA GM COM A CONSTRUÇÃO 35S-AtAREB1 SOB 

ESTRESSE POR ENCHARCAMENTO E SECA. 

 

4.1 RESUMO 

 

Fatores abióticos, principalmente a seca e o encharcamento, são 

responsáveis por uma considerável perda na produção de grãos no Brasil e no 

mundo. A soja, principal oleaginosa cultivada no mundo, é sensível a ambos os 

estresses. Tanto os mecanismos de tolerância a seca quanto ao encharcamento são 

rotas complexas e reguladas por uma ampla gama de genes. Vias de sinalização 

cruzada, em que um mesmo gene responde a diferentes estresses têm sido 

relatadas na literatura. Estudos prévios confirmam que a superexpressão do gene 

AtAREB1 é capaz de conferir tolerância a seca em soja, porém, essas plantas ainda 

não foram testadas para outros estresses abióticos. Com essa premissa, objetivou-

se nesse estudo, caracterizar fisiologicamente e molecularmente plantas de soja GM 

superexpressando o gene AtAREB1, sob condições de encharcamento e seca, 

comparando ao seu background, a cultivar BR16. Foram realizadas medidas de 

trocas gasosas, teor de clorofila, quantificação de proteína, peróxido de hidrogênio, e 

a atividade de enzimas antioxidantes. Além disso, avaliou-se por meio de PCR em 

tempo real a expressão de genes comumente ativados sob os estresses por seca e 

encharcamento. No encharcamento, a linhagem GM 1Ea2939 foi eficiente em 

manter maiores taxas para fotossíntese, eficiência intrínseca no uso de água e 

eficiência instantânea de carboxilação e apresentou um maior desenvolvimento no 

estágio reprodutivo, após a exposição ao estresse durante o estágio vegetativo, em 

comparação a cultivar BR16. A linhagem GM também apresentou maior teor de 

proteína e menor concentração de peróxido de hidrogênio, o que pode estar 

associado a um mecanismo de regulação mais eficiente dos níveis de ROS. Nas 

plantas transgênicas observou-se também uma menor ativação de genes do 

metabolismo fermentativo e da produção de alanina, sugerindo sua maior 

adaptabilidade ao estresse. Esses resultados indicam que, além da tolerância a 
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seca, as plantas superexpressando o gene AtAREB1 apresentaram melhor 

desempenho sob condições de encharcamento, em comparação ao seu background 

convencional. 

 

4.2 INTRODUÇÃO 

 

Culturas produtoras de grãos, como a soja, estão expostas a ambientes 

adversos que podem limitar seu crescimento e desenvolvimento (KULCHESKI, 

2013). Mundialmente, fatores bióticos e abióticos comprometem a produtividade de 

várias culturas de grãos com consequente queda na produtividade (NOWICKA et al., 

2018). 

Ao mesmo tempo em que a demanda por alimentos está se intensificando, o 

clima está mudando, com consequências inevitáveis para a agricultura e para o 

suprimento mundial de alimentos, de modo que, em algumas regiões poderão 

ocorrer períodos severos de seca, enquanto em outras, o aumento da frequência de 

chuvas intensas favorece o encharcamento do solo ou até mesmo a inundação 

(FISHER; SCOTFORD; BARRITT, 2017). 

O estresse por deficiência hídrica é um dos principais fatores responsáveis 

pela instabilidade na produção de grãos ao longo dos anos (SHARMA et al., 2018). 

A cultura da soja é sensível a seca, particularmente no que se refere as fases de 

germinação-emergência (FARIAS et al., 2001) e enchimento dos grãos (DOSS et al., 

1974; SIONIT; KRAMER, 1977), resultando em perdas de até 40% em sua produção 

(MARCOS-FILHO, 2015; LIANG, 2016). Na planta o estresse causado por 

deficiência de água determina a ocorrência de plantas de soja pouco desenvolvidas, 

com pequena estatura, área foliar reduzida e entrenós curtos (FERRARI; PAZ; 

SILVA, 2015). Além disso, a falta de água reduz ou impossibilita o processo 

fotossintético, devido ao fechamento dos estômatos para que a planta não sofra com 

a desidratação (LAWLOR, 2002). Por esse motivo se aferiu medidas de trocas 

gasosas e de massa seca, bem como o crescimento da planta após a aplicação ao 

estresse, visto que esses parâmetros são significativamente afetados em plantas 

mais sensíveis aos estresse.  
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Já o encharcamento é um estresse relativamente comum em áreas de cultivo 

de grãos, onde a drenagem não ocorre de forma eficiente pelo solo, tendo efeito 

severo sobre o crescimento e rendimento nas plantas cultivadas. A principal 

consequência do encharcamento do solo é a redução na disponibilidade de oxigênio 

para as raízes, o que acarreta uma deficiência na produção de ATP, pela inibição do 

ciclo de Krebs e consequentemente, da cadeia transportadora de elétrons (FUKAO; 

BAILEY-SERRES, 2004; ROCHA et al., 2010), além de aumentar a produção de 

ROS (GECHEV; HILLE, 2005; NEIL et al., 2002; QUAN et al., 2008; UCHIDA et al., 

2002). Logo, foram quantificados o conteúdo de proteínas solúveis, o conteúdo de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e a atividade de enzimas antioxidantes para verificar 

se a inserção do transgêne alterou no conteúdo proteíco das células, podendo 

auxiliar na maior tolerância ao estresse, e também foram quantificadas ROS e 

enzimas de atividade antioxidante para indicar se a planta está em balanço redox 

através da produção balanceada de proteínas. Esse estresse é frequente em 

regiões de solos hidromórficos (MISSIO et al., 2010), devido sua deficiente 

drenagem natural. Entre as quatro grandes culturas - soja, trigo, milho e arroz - 

apenas plantas de arroz são adaptadas ao encharcamento do solo, e todas são 

sensíveis à submersão total (BAILEY-SERRES; LEE; BRINTON, 2012). Para a 

cultura da soja, o encharcamento causa prejuízos, como menor viabilidade de 

sementes, morte de plantas no campo, além de favorecer uma maior incidência de 

doenças (THEISEN et al., 2009). 

Entre as estratégias para mitigar o efeito dos estresses abióticos na cultura da 

soja, está o desenvolvimento de genótipos mais tolerantes. Ferramentas 

biotecnológicas como a transgenia têm sido amplamente testadas visando a 

obtenção dessas características (KUMAR et al., 2018). Entretanto, é preciso 

considerar a complexidade dos mecanismos de respostas de plantas frente às 

condições de estresses abióticos. Sendo assim, é necessário buscar genes que 

promovam a ativação de respostas múltiplas na planta frente o estresse hídrico.  

Na literatura inúmeros trabalhos foram bem sucedidos em obter plantas mais 

tolerantes a estresses abióticos por meio da superexpressão de fatores de 

transcrição (TFs). Alguns exemplos são as proteínas de ligação a elementos 
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responsivos a desidratação (DREB1 e DREB2) em Arabidopsis thaliana (LIU et al., 

1998), bem como, os genes AREB (Elementos de ligação responsivo ao ácido 

abscísico) em Arabidopsis (KIM et al., 2004; FUJITA et al., 2005), soja (BARBOSA et 

al., 2012; LEITE et al., 2014), tomate (ORELLANA et al., 2010), entre outras 

culturas, os quais melhoraram o desempenho das plantas frente ao estresse por 

seca.  

Para o encharcamento, a maioria dos estudos têm como foco a cultura do 

arroz, onde genes SUBMERGENCE-1 (SUB1A) (XU et al., 2006) e SNORKEL 

(SNK1 e SNK2) (HATTORI et al., 2009), da família ERF (Ethylene Response Factors 

- Fator de resposta ao etileno), destacam-se pela capacidade de conferir tolerância a 

submersão. Entretanto, ortólogos desses genes (SUB1 e SNK) não foram 

identificados em Arabidopsis e em soja.  

Em Arabidopsis, outros genes da família ERF como o HRE1 (Hypoxia 

Responsive ERF gene 1) e HRE2 (Hypoxia Responsive ERF gene 2) (LICAUSI et 

al., 2010; NAKANO et al., 2006) e RAP2.2 (HINZ et al., 2010), ou ainda da família 

NAC, como o gene SHYG (Speedy Hyponastic Growth - rápido crescimento 

hiponástico) (HOFMANN, 2013), demonstraram ter um papel importante na 

sobrevivência de plantas sob hipóxia. Por outro lado, em soja, a informação gerada 

acerca dos genes identificados e caracterizados nas respostas ao encharcamento 

está longe de ser suficiente para o entendimento dos mecanismos de tolerância.  

No ambiente, as plantas estão expostas a diferentes estresses, os quais 

podem até ocorrer de forma simultânea, fazendo com que a planta module respostas 

adaptativas através de vias de sinalização complexas que se sobrepõem e integram 

em diversos níveis (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2010). As vias de respostas aos 

estresses abióticos que aparentam ser vias de sinalizações independentes, podem 

vir a interagir por meio da sinalização cruzada (KNIGHT; KNIGHT, 2001). A 

sinalização cruzada é de significativo interesse para a seleção de genes candidatos 

que possam conferir maior tolerância a múltiplos estresses. Para isso, foram 

realizada a quantificação de genes induzidos pelos estresses de seca e 

encharcamento para verificar se a inserção do transgene alterou a expressão de 
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genes para resposta e obtenção de plantas mais tolerantes à ambos os estresses 

hídricos. 

Entre as diferentes vias de sinalização de resposta a estresses abióticos, a 

maioria envolve os TFs, os quais pertencem a famílias diversificadas, representando 

aproximadamente 10% dos genes da soja, e que estão envolvidos na maioria das 

respostas da planta a estresses (CHEN et al., 2016). Os TFs ativam a expressão de 

genes envolvidos na proteção das estruturas celulares e/ou na 

alteração/manutenção de atividades de enzimas importantes no metabolismo 

celular, podendo agir em resposta a múltiplos estresses. No estudo recente de 

Zhang et al. (2018), foi demonstrado que 75,6% dos TFs da família bZIP 

identificados em soja foram diferencialmente expressos tanto na seca quanto no 

encharcamento.  

Entre os TFs da família bZIP estão os genes AREB/ABF de Arabidopsis, que 

conferem tolerância a estresses abióticos em plantas (CHOI et al., 2000; UNO et al., 

2000; YOSHIDA et al., 2010). Três membros dessa família, conhecidos como 

AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 e ABF3 estão envolvidos nas respostas a seca (CHOI 

et al., 2000; UNO et al., 2000; KANG et al., 2002; KIM et al., 2004; FUJITA et al., 

2005; FURIHATA et al., 2006), estresse osmótico (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; 

SHINOZAKI, 2006; FUJITA et al., 2013; YOSHIDA et al., 2010) e frio (CHOI et al., 

2000; FUJITA et al., 2011). Sob hipóxia, dois genes AREB/ABF (Glyma.06G040400 

e Glyma.19G122800) foram descritos por Nakayama et al. (2017) por serem 

induzidos após 28 horas de hipóxia.  

Em soja, no estudo conduzido por Barbosa et al. (2012), plantas de soja 

superexpressando o TF AtAREB1 apresentaram desempenho fisiológico superior 

sob seca quando comparado ao background não transformado. No trabalho 

realizado por Marinho et al. (2015), utilizando a construção 35S-AtAREB1, relatou-se 

maior sobrevivência de plantas de soja GM após seca severa seguida da 

reidratação. Esse comportamento foi confirmado também em condições de campo 

em estudo conduzido por Fuganti-Pagliarini et al. (2017). Entretanto, a 

caracterização dessas plantas transformadas mediante o encharcamento ainda não 

foi realizada.  
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Partindo do pressuposto da existência da sinalização cruzada entre genes 

que atuam nos mecanismos de resposta a seca e ao encharcamento, esse estudo 

teve por objetivo caracterizar fisiológica, bioquímica e molecularmente, plantas de 

soja geneticamente modificadas com a construção 35S-AtAREB1, sob os estresses 

por seca e encharcamento.  

 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.3.1 Obtenção do Material Vegetal  

 

O experimento foi estabelecido com dois genótipos de soja, sendo uma 

linhagem geneticamente modificada (GM) para a tolerância a seca (1Ea2939), a qual 

possui a construção 35S-AtAREB1, e uma cultivar convencional (BR16), que 

constitui o seu background genético utilizado na transformação. A linhagem 

transgênica foi previamente obtida por transformação via Agrobacterium da cultivar 

convencional BR16, no laboratório de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja, e 

caracterizada no estresse por seca por Marinho et al. (2015). A mesma encontra-se 

em homozigose na geração (F8). A escolha do evento 1Ea2939 deve-se ao fato 

deste estar em única cópia do transgene, além de ter apresentado desempenho 

superior sob condições de seca, com uma maior ativação dos genes de resposta ao 

estresse (MARINHO et al., 2015; FUGANTI-PAGLIARINI et al., 2017).  

As sementes utilizadas no experimento foram pré-germinadas em rolos de 

papel Germitest® umedecidos com volume de água equivalente a duas vezes e 

meia o peso do papel seco e incubadas por 96 horas em câmera de germinação a 

25°C ± 1°C e 100% de umidade relativa, conforme a Regra para Análise de 

Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).Transcorrido esse período, realizou-se a 

transferência de duas plântulas de tamanho semelhante e com desenvolvimento 

normal para vasos (15 cm diâmetro externo x 10 cm base x 11 cm altura) 

preenchidos com 1,1 kg de substrato, sendo o substrato composto por areia e solo 

na proporção 1:1. Inicialmente foram colocadas duas plântulas por vaso, 

adicionando inoculante Nitragin Cell Tech HC® (Novozymes, Franklinton, North 
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Carolina, EUA). Os vasos foram dispostos em casa de vegetação (28±2°C), e após a 

completa emergência e estabelecimento das plantas, realizou-se o desbaste, 

mantendo uma planta por vaso.  

O experimento foi conduzido em condição de irrigação diária (próximo da 

capacidade de campo), até atingirem o estádio V3 (FEHR; CAVINESS, 1977). Nesse 

momento, as plantas foram irrigadas até a saturação do solo, e a partir desse 

período, foi iniciado o estresse, tanto por seca quanto por encharcamento. No 

tratamento de seca, o estresse foi aplicado por meio da suspensão da irrigação, 

seguindo a metodologia proposta por Ferreira et al. (2014) e Marinho et al. (2015). 

No tratamento de encharcamento, os vasos foram colocados dentro de recipientes 

maiores, os quais foram alagados até a formação de uma lâmina com altura de 5 cm 

acima da superfície do solo. No tratamento controle, as plantas permaneceram com 

irrigação diária. Os tratamentos (seca, encharcamento e controle) foram aplicados 

durante um período de sete dias. 

Utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso em um esquema fatorial 2 x 3 

(2 genótipos, 3 disponibilidades hídricas), contendo 6 repetições. 

O estresse foi aplicado e a condutância estomática foi monitorada, por meio 

do analisador portátil (LI-6400XT, LI-COR), até que se obtivesse o valor de 0,02 mol 

H2O m-2 s-1, o qual foi pré-estabelecido como um indicador de estresse (FLEXAS et 

al., 2006). Esse valor foi obtido no sétimo dia após o início do estresse. Nesse 

momento, foram realizadas as avaliações fisiológicas e a coleta de amostras de 

tecido de folha e de raiz para as avaliações bioquímicas e moleculares. 

 

4.3.2 Coleta de Dados 

 

4.3.2.1 Análises fisiológicas  

 

Anteriormente à coleta das amostras, foram realizadas as medidas da taxa 

fotossintética (A), concentração interna de CO2 (Ci), condutância estomática (Gs) e 

transpiração (E). As leituras foram efetuadas no folíolo central do terceiro trifólio 

completamente expandido sentido ápice-base por meio analisador portátil (LI- 
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6400XT, LI-COR), com uma fonte de luz 90% vermelha + 10% azul e câmara de 2 

cm2. As medições foram realizadas no interior da casa de vegetação entre 9 e 11h e 

em boas condições de luminosidade, considerando-se as seguintes condições: 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR), 1000 μmol m-2 s-1; referência de CO2, 400 

μmol mol-1; referência de água, 18-20 mmol mol-1; fluxo de CO2, 400 μmol s-1. As 

medidas do teor de clorofila foram realizadas no último dia de experimento no 

período da manhã, utilizando o aparelho SPAD-502 (Soil Plant Analysis 

Development).  

O teor de clorofila foi estimado pela equação, conforme metodologia de 

Rodrigues et al. (2012): 

. 

Utilizando os valores obtidos de fotossíntese (A), concentração interna de CO2 

(Ci), condutância estomática (Gs) e transpiração (E) foram calculadas a eficiência 

instantânea no uso da água (EUA), eficiência instantânea de carboxilação (EIC) e 

eficiência intrínseca no uso da água (EiUA) utilizando as seguintes fórmulas (DA 

SILVA et al., 2013): 

                         

 

Um segundo experimento foi instalado seguindo as mesmas condições 

descritas anteriormente. O delineamento foi um fatorial 2 x 3 x 16 (2 genótipos, 3 

disponibilidades hídricas e 16 repetições). As plantas foram cultivadas em condição 

ideal até o estádio V3 (FEHR; CAVINESS, 1977) quando deu-se início estresse pelo 

período de sete dias, seguindo as mesmas condições descritas anteriormente.  

Após esse período realizou-se a coleta de cinco plantas de cada condição 

para determinação da massa seca da folha em conjunto com o pecíolo, caule e raiz, 

enquanto que as demais permaneceram para avaliação do rendimento. A massa 

seca foi realizada em estufa a 60°C graus por 48 horas e pesadas em balança de 

precisão. Além disso, foram coletados os valores de altura no sétimo dia de estresse 

e nas plantas que permaneceram na casa de vegetação, sendo mensurada a altura 

no estágio reprodutivo. 
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4.3.3 Análises Bioquímicas 

 

Para as análises bioquímicas e moleculares, foram coletados tecidos de 

folhas e de raízes, em três repetições biológicas, sendo cada repetição constituída 

por amostras de duas plantas. Os tecidos foram macerados em almofariz na 

presença de nitrogênio líquido, para a determinação da atividade das enzimas 

antioxidantes, superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) e catalase (CAT; EC 

1.11.1.6), proteínas totais solúveis e conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2).  

Para as quantificações de SOD, CAT e proteínas totais solúveis, foi feito um 

extrato aliquotando aproximadamente 200 mg de tecido macerado e utilizou-se o 

protocolo de Gratão, Carvalho e Monteiro (2014) com adaptações. Todas as 

análises foram realizadas com três repetições biológicas e três replicatas técnicas.  

A atividade da SOD foi determinada com triplicatas do 0,1 mL de extrato 

utilizando o protocolo de Broetto (2014) com pequenas modificações. A amostra foi 

analisada em espectrofotômetro a 560 nm de absorbância. O branco foi obtido sem 

sua exposição a luz e um controle foi feito sem o extrato enzimático. Uma unidade 

de SOD (U SOD) foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

em 50% a fotorredução do NBT (azul de nitrotetrazólio). Os resultados foram 

expressos em U SOD/mg de proteína-1. 

A atividade da CAT foi determinada conforme protocolo de Azevedo et al. 

(1998) com alterações, utilizando 0,15 mL de extrato em triplicata. O processo foi 

realizado com o mínimo de iluminação, utilizando tubos envoltos por alumínio. A 

atividade foi determinada pelo monitoramento da degradação de H2O2 no período de 

1 minuto, anotando-se os valores da absorbância no tempo zero, logo após inserir a 

cubeta no espectrofotômetro, e após 1 minuto. As leituras foram realizadas em um 

espectrofotômetro a 240 nm de absorbância. A atividade enzimática foi calculada 

utilizando o coeficiente de extinção molar de 36M cm-1 (ANDERSON; PRASAD; 

STEWART, 1995), e os resultados foram expressos em µmol de H2O2/mg de 

proteína-1. 

Para a determinação das proteínas totais solúveis foi utilizado o método de 

Bradford (BRADFORD, 1976) em triplicatas de 0,05 mL do extrato de folha e 0,1 mL 
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do extrato de raiz, utilizando um espectrofotômetro a 595 nm de absorbância. A 

curva padrão ao qual foi comparada as amostras do experimento, foi confeccionada 

utilizando BSA (Albumina de Soro Bovino) com concentrações crescentes a cada 

20mg/mL. Os resultados foram expressos em µg de proteína/g de biomassa. 

Para a quantificação do conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) utilizou-se 

uma reação com base de iodeto de potássio (KI), seguindo protocolos estabelecidos 

por Alexieva et al. (2001) em triplicatas com 0,2 mL de extrato. O branco foi 

realizado com a mesma solução, porém em substituição dos 0,2 mL de amostragem 

foi adicionado 0,2 mL de TCA (Ácido tricloroacético). As leituras foram realizadas em 

um espectrofotômetro a 390nm de absorbância. As concentrações de H2O2 nas 

amostras foram calculadas com base na curva de calibração, sendo confeccionados 

dois gráficos, visto que as amostras de folha apresentavam maior conteúdo de H2O2 

em comparação com as raízes. Foi preparado uma solução padrão para cada curva, 

uma contendo 0,05 mL de H2O2 em 10 mL para as amostras de folha e a outra 

contendo 0,025 mL de H2O2 em 10 mL para as amostras de raiz. Os resultados 

foram expressos em µmol de H2O2/g folha-1 e µmol de H2O2/ g raiz-1. 

 

4.3.4 Quantificação da Expressão de Genes Por PCR em Tempo Real 

 

As amostras de folha e raiz foram maceradas utilizando nitrogênio líquido em 

um almofariz com o uso de pistilos esterilizados com RNAse away (Invitrogen, 

Carlsbad, Califórnia, EUA). O RNA total foi extraído dos tecidos utilizando o reagente 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante. Foram utilizadas três repetições biológicas, sendo que cada repetição foi 

constituída de amostras coletadas a partir de duas plantas.  

Posteriormente, realizou-se o tratamento das amostras para remoção do DNA 

contaminante utilizando a enzima DNAse I (I Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA), 

seguindo o protocolo do fabricante. A partir do RNA tratado foi sintetizado o cDNA 

utilizando SuperScript III First Strand Synthesis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA) seguindo protocolo do fabricante. O cDNA de alta qualidade 

foi utilizado para analisar os transcritos em cada tratamento.  
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As amplificações RT-qPCR foram realizadas utilizando o SYBR Green 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) em um termociclador 

7300 RT-qPCR (Applied Biosystems / Life Technologies, Grand Island, New York, 

EUA) com os seguintes parâmetros de ciclagem: 50°C por 2 min; 95°C durante 10 

min; e 45 ciclos de 95°C durante 2 min, 60°C durante 30 s e 72°C durante 30s. As 

curvas padrão foram produzidas a partir de diluições seriadas de um pool de cDNA 

para estimar a eficiência da amplificação por PCR com cada par de primer. As 

concentrações dos primers foram ajustadas para atingir taxas de eficiência 

superiores a 90%. Foram utilizadas três repetições biológicas e três repetições 

técnicas. 

O desenho dos primers foi feito baseado nas sequências de cDNA do banco 

de dados Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012) e com auxílio da ferramenta 

Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2012), utilizando os parâmetros ideais para o 

primer para RTq-PCR, sendo o amplicon até no máximo 150pb, a Tm de 

aproximadamente 60ºC, conteúdo de GC de 40-60%, sem complementariedade 

dentro dos primers.  

Para escolha dos genes alvos, além de verificar a expressão do transgene 

AtAREB1, foram avaliados três genes responsivos a seca, Dehidrina-like 

(Glyma.09G185500), Heat Shock Protein (HSP70) (Glyma.17G072400) e Late 

Embriogenisis Abundant (LEA18) (Glyma.17G164200) selecionados com base em 

estudo conduzido por Fuganti-Pagliarini et al. (2017) (Tabela 4.1) e três genes 

responsivos ao encharcamento, Alanina aminotransferase 1 (GmAlaAT1) 

(Glyma.07G045900), Alanina aminotransferase 2 (GmAlaAT2) (Glyma.01G026700) e 

Álcool desidrogenase (ADH) (Glyma.04G240800), selecionados com base nos 

estudos de Nakayama et al. (2017). Posteriormente, para compreensão de 

respostas durante o encharcamento, investigou-se a expressão do gene 9-cis-

epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) (Glyma15g40070), utilizado no trabalho de 

Rodrigues et al. (2015) e Sucrose synthase (SuSy) (Glyma13g17420) utilizado no 

trabalho de Nakayama et al. (2017). Os genes endógenos utilizados foram o da β-

actina (Glyma.15G050200) e o FYVE zinc finger (Glyma.13G114700), que tiveram 

sua estabilidade confirmada em soja sob os estresses por seca e encharcamento, 



54 

 

     

 

por meio de estudos prévios (NAKAYAMA et al., 2014; MARCOLINO-GOMES et al., 

2015).  

Para o gene AtAREB1 realizou-se apenas a normalização dos dados pelos 

genes endógenos, confirmando assim a atuação do promotor 35S nas diferentes 

condições de disponibilidade hídrica. Para os demais genes alvos, além da 

normalização, realizou-se a calibração das amostras sob estresse pela condição 

controle. Os dados foram rodados no software Rest2009 (PFAFFL; HORGAN; 

DEMPFLE, 2002). 
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Tabela 4.1 – Design de Primers para RTq-PCR. Identificação, sequências de primers e eficiência de amplificação. E - Eficiência de 
amplificação em porcentagem. 

Identificação (ID) Anotação Primer Forward Primer Reverse E (%) 

35S-AtAREB1 - 5’- GGAGGTGGAGGGTTGACTAG-3’ 5’-CACTGCTCTGAAACTCATCAAACG-3’ 99.0 

Glyma.09G185500 Dehidrine-like 5’-GGTAGACAGCATTCTAGTGG-3’ 5’-TACCATAGACACCGGTAGTT-3’ 90.6 

Glyma.17G072400 
Heat Shock Protein -

HSP70 

5’-TTTCGGGTTTGAATGTGTTG-3’ 
 

5’-AGGTCAAAGATAAGCACGTT-3’ 90.0 

Glyma.07G045900 
Alanina 

aminotransferase 

GmAlaAT1 

5’-AGAATATTTTGGCGTCCCTT-3’ 5’-TTTGATAGCCTTTTCGGACA-3’ 90.5 

Glyma.01G026700 
Alanina 

aminotransferase 
GmAlaAT2 

5’-AGTTGCAGAAATGTGGTTTG-3’ 5’-AGGCAGTAGAAAACATCTGG-3’ 90.3 

Glyma.13G114700 FYVE zinc finger 5’- TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTG-3’ 5’- GATCCCTCATCCATACATTTCAG-3’ 98.4 

Glyma.15G050200 β-actin 5’- GAGCTATGAATTGCCTGATGG-3’ 5’- CGTTTCATGAATTCCAGTAGC-3’ 97.9 

Glyma.17G164200 Late embryogenesis 

abundant/LEA18 
5’- AAAGGCACAGAGTGATGAAT-3’ 5’-CTTGATGACCTTGTGTACCA-3’ 90.0 

Glyma.04G240800 
Alcohol 

dehydrogenase, 

class III 

5’-CCTGTGAGGGACTGAGTTCTCTTTC-3' 5’-ACAGCAGCAAAGGTCCTATCATTCT-3’ 91.0 

Glyma15g40070.1 
9-cis-

epoxycarotenoid 

dioxygenase (NCED) 

5’-CCAGAAGCCTTACCTCAAAT-3’ 5’-TCATGGTGGGTTCTTTCAAA-3’ 90.0 

Glyma13g17420 Sucrose synthase 

(SuSy) 
5’-TGTTGTTGCATGATTTGGATCTTG-3’ 5’-CACGGCTTAAAATTGAATTGATGG-3’ 90.0 

Fonte: Próprio autor. 
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4.3.5 Estatísticas 

 

Realizou-se a análise estatística por meio do software RStudio (RSTUDIO 

TEAM, 2015), verificando inicialmente se os resíduos apresentavam normalidade na 

distribuição através do teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente realizou-se a análise 

de variância (ANOVA) e quando houve significância, realizou-se a comparação de 

médias pelo teste de Tukey com significância de 5% de probabilidade. Quando o 

resultado apresentava interação genótipo/tratamento utilizou-se letra maiúsculas 

para representar a separação de diferenças entre genótipos dentro do tratamento e 

letra minúscula para separação de diferenças entre os tratamentos dentro de 

genótipo. Os gráficos foram feitos através do programa GraphPad Prism 7.0 para 

Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).  

 

4.4 RESULTADOS 

 

4.4.1 Análises Fisiológicas 

 

 Para o teor de clorofila (Figura 4.1A) observou-se apenas efeito de genótipo, 

sem influência do tratamento, onde a linhagem GM 1Ea2939 apresentou maior teor 

de clorofila, em comparação a cultivar BR16. 

 As demais variáveis fisiológicas apresentaram interação significativa 

genótipo/tratamento. Na fotossíntese (Figura 4.1B) a linhagem GM 1Ea2939 

apresentou desempenho superior em comparação a cultivar BR16, nas condições 

de estresse por seca e encharcamento. Já no controle, não houve diferença entre os 

genótipos.  Para a condutância (Figura 4.1C), os valores foram reduzidos 

drasticamente na seca, e a diferença entre genótipos foi observada somente nessa 

condição, onde a linhagem 1Ea2939 apresentou taxas superiores em comparação a 

sua isolinha. Dessa mesma forma, a concentração interna de CO2 (Ci) foi reduzida 

sob seca (Figura 4.3D) com diferenças entre genótipos, porém, nesse caso o maior 

valor foi atribuído a cultivar BR16. A transpiração seguiu a mesma tendência da 
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condutância estomática, sendo o menor valor no tratamento de seca e com melhor 

desempenho para a linhagem 1Ea2939 (Figura 4.1E).  

   

Figura 4.1 – Variáveis fisiológicas para genótipos de soja submetidos às condições de 
suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) Teor de clorofila; B) Fotossíntese; C) 
Condutância; D) Concentração interna de CO2; E) Transpiração. 1Ea2939 (linhagem GM 
com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras representam 
diferenças estatísticas pelo método de Tukey, em resultados que há interação a letra 
maiúscula representa efeito de genótipo dentro de tratamento; Letra minúscula representa 
efeito de tratamento dentro de genótipo.  
 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Interações significativas também foram observadas para as variáveis 

eficiência instantânea no uso da água (EUA) (Figura 4.2A), eficiência instantânea de 

carboxilação (EIC) (Figura 4.2B) e eficiência intrínseca no uso da água (EiUA) 

(Figura 4.2C). Sob os estresses por seca e encharcamento, a linhagem 1Ea2939 

apresentou desempenho superior em comparação a BR16 para EIC e EiUA. Na 

seca, o genótipo 1Ea2939 também se destacou em relação a cultivar convencional 

para a variável EUA. 

 

Figura 4.2 – Eficiência no uso da água e carboxilação para genótipos de soja submetidos às 
condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) Eficiência instantânea no uso da 
água; B) Eficiência instantânea de carboxilação; C) Eficiência intrínseca no uso da água. 
1Ea2939 (linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background 
convencional). Letras representam diferenças estatísticas pelo método de Tukey, em 
resultados que há interação a letra maiúscula representa efeito de genótipo dentro de 
tratamento; Letra minúscula representa efeito de tratamento dentro de genótipo.  

 

Fonte: Próprio autor. 
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Para a massa seca observou-se apenas efeito de genótipo e efeito de 

tratamento. Independente da condição hídrica, a cultivar BR16 apresentou maiores 

valores em comparação com a linhagem 1Ea2939 (Figura 4.3A), indicando que a 

linhagem GM possui um crescimento inicial mais lento em comparação ao 

background não transformado. Em relação aos tratamentos, tanto o estresse por 

seca como o encharcamento afetaram negativamente o crescimento de plantas em 

todos os tecidos avaliados (Figura 4.3B). Na raiz, a redução de crescimento ocorreu 

principalmente sob encharcamento enquanto que nos tecidos de parte aérea, a 

maior redução foi atribuída a seca.  

 

Figura 4.3 – Massa seca da folha em conjunto com o pecíolo, caule e raiz, para genótipos 
de soja submetidos às condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca, após o 
estresse no estádio V3. A) Massa seca dos tecidos; B) Massa seca dos tecidos. 1Ea2939 
(linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras 
representam diferenças estatísticas pelo método de Tukey (sem interação). 

 

Fonte: Próprio autor.
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 Para altura de plantas medida no estádio V3, logo após a ocorrência do 

estresse, apresentou-se efeito simples significativo de genótipo e de tratamento. A 

linhagem 1Ea2939 apresentou crescimento inicial mais lento em comparação ao 

background não transformado (Figura 4.4A; 4.5). Além disso, a estrutura das plantas 

foi reduzida em função do estresse por seca (Figura 4.4B). 

 Por outro lado, quando a altura de plantas foi medida no estágio reprodutivo, 

observa-se uma rápida recuperação das plantas da linhagem 1Ea2939 em 

comparação a cultivar BR16 (Figura 4.4C; 4.5). Nesse caso, a interação foi 

significativa, sendo a maior altura de plantas observada na linhagem 1Ea2939, para 

todas as condições hídricas testadas. Além disso, a linhagem 1Ea2939 não 

apresentou diferença entre as diferentes condições hídricas, o que demonstra que 

essa foi capaz de se recuperar após o estresse, enquanto a cultivar BR16 

apresentou menor altura na seca e no encharcamento, comparativamente ao 

controle. 
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Figura 4.4 – Altura de plantas no estádio V3 no último dia de estresse e no estágio 
reprodutivo. A) Altura em V3; B) Altura em V3; C) Altura no estágio reprodutivo. 1Ea2939 
(linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras 
representam diferenças estatísticas pelo método de Tukey, em resultados que há interação 
a letra maiúscula representa efeito de genótipo dentro de tratamento; Letra minúscula 
representa efeito de tratamento dentro de genótipo.  

 

Fonte: Próprio autor.
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Figura 4.5 – Fotos da linhagem 1Ea2939 (linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1) e da cultivar BR16 (background convencional) ao 
final do estresse no estádio V3 e durante o estádio reprodutivo. 
 

 

Fonte: Próprio autor. 
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4.4.2 Análises Bioquímicas 

 

Para as proteínas solúveis, nas folhas houve apenas efeito de genótipo 

(Figura 4.6A) em que as plantas da linhagem 1Ea2939 apresentaram maior 

concentração em comparação com a cultivar BR16. Na raiz observou-se efeito de 

genótipo (Figura 4.6B) e tratamento (Figura 4.6C) porém, sem efeito de interação. 

Entre os genótipos, novamente a linhagem 1Ea2939 se destacou pela maior 

concentração de proteína. Em relação aos tratamentos, o maior valor foi atribuído ao 

encharcamento. 

 

Figura 4.6 – Conteúdo de proteínas solúveis nos tecidos de folha e raiz para genótipos de 
soja submetidos às condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) 
Quantificação de proteínas solúveis no tecido de folha para os genótipos; B) Quantificação 
de proteínas solúveis no tecido de raiz para os genótipos; C) Quantificação de proteínas 
solúveis no tecido de raiz para os tratamentos. 1Ea2939 (linhagem GM com a construção 
35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras representam diferenças 
estatísticas pelo método de Tukey.  

 

Fonte: Próprio autor. 
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O H2O2, classificado como uma ROS, apresentou interação significativa 

genótipo/tratamento na folha (Figura 4.7A), sendo que a cultivar BR16 apresentou 

maior acúmulo de ROS nas condições de controle e seca, enquanto que a linhagem 

1Ea2939 permaneceu estável em todas as condições. Na raiz, não houve interação 

significativa quanto ao acúmulo de H2O2 (Figura 4.7), somente efeito simples de 

genótipo (Figura 4.7B) e de tratamento (Figura 4.7C). As plantas sob condição de 

encharcamento apresentaram menor quantidade de ROS que as plantas sob seca 

ou controle. Já para o efeito de genótipo, a cultivar BR16 apresentou valores 

superiores em comparação a linhagem GM.  

 

Figura 4.7 – Quantificação do conteúdo de H2O2 nos tecidos de folha e raiz para genótipos 
de soja submetidos às condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) 
Quantificação de H2O2 no tecido de folha; B) Quantificação de H2O2 no tecido de raiz para os 
genótipos; C) Quantificação de H2O2 no tecido de raiz para os tratamentos. 1Ea2939 
(linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras 
representam diferenças estatísticas pelo método de Tukey, em resultados que há interação 
a letra maiúscula representa efeito de genótipo dentro de tratamento; Letra minúscula 
representa efeito de tratamento dentro de genótipo.  

  
Fonte: Próprio autor. 
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Para a enzimas antioxidantes (Figura 4.8), na folha observou-se o efeito 

simples de genótipo (Figura 4.8A) com maior conteúdo de SOD na cultivar BR16 em 

comparação com a linhagem GM. Para a CAT não foram observados efeitos 

significativos. Na raiz houve interação entre genótipo/tratamento tanto para SOD 

quanto para CAT. A cultivar BR16 apresentou maior conteúdo de SOD em 

comparação com a linhagem GM nas condições de seca e controle (Figura 4.8B). A 

enzima CAT foi mais ativada no encharcamento (Figura 4.8C), com maior atividade 

na cultivar BR16. 

 
h 
Figura 4.8 – Quantificação de enzimas antioxidantes nos tecidos de folha e raiz para 
genótipos de soja submetidos às condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) 
Quantificação de SOD no tecido de folha para os genótipos; B) Quantificação de SOD no 
tecido de raiz; C) Quantificação da atividade de CAT no tecido de raiz. 1Ea2939 (linhagem 
GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). Letras 
representam diferenças estatísticas pelo método de Tukey, em resultados que há interação 
a letra maiúscula representa efeito de genótipo dentro de tratamento; Letra minúscula 
representa efeito de tratamento dentro de genótipo.  
 

 

Fonte: Próprio autor.
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4.4.3 Análises dos Dados de Expressão Gênica 

 

Os dados de PCR em tempo real confirmam a expressão do transgene 

AtAREB1 (Figura 4.9) na linhagem GM 1Ea2939. Por estar sob controle do promotor 

constitutivo 35S, a expressão ocorreu inclusive na condição controle tanto na folha 

(Figura 4.9A), como também em raiz (Figura 4.9B).  

Com relação ao gene NCED (Figura 4.10), observou-se que o gene NCED foi 

significativamente mais expresso em todos os tecidos e estresses na linhagem 

transgênica em comparação com a cultivar convencional. 

Para os genes responsivos ao encharcamento, em raiz a ADH (Figura 4.11A) 

apresentou resultado significativo apenas no encharcamento, sendo ativada em 

ambos os genótipos. Os maiores valores foram atribuídos a cultivar convencional 

BR16 (18,34 vezes mais expresso no encharcamento na BR16), onde o gene foi 

mais ativado em comparação com a linhagem GM 1Ea2939 (5,23 vezes mais 

expresso no encharcamento). Em relação a AlaAT1 (Figura 4.11B), esse gene foi 

mais expresso em raízes sob encharcamento, sendo mais fortemente induzido na 

cultivar convencional, a qual expressou 4,28 vezes mais durante o estresse em 

comparação com o tratamento controle. Na cultivar BR16 esse gene foi ativado 

também sob seca, em raiz e folha. O gene AlaAT2 (Figura 4.11C), não foi ativado no 

encharcamento em nenhuma das cultivares ou tecidos, sendo observada apenas 

uma leve down regulação desse gene em folhas da cultivar BR16 sob seca. Já para 

o gene SuSy (Figura 4.11D) ele foi down regulado em ambos genótipos na folha no 

tratamento de encharcamento. Já no tecido da raiz o gene foi somente ativado 

significativamente na BR16 em ambos os estresses. 

Com relação aos genes responsivos a seca, a LEA18 foi ativada somente sob 

seca (Figura 4.11E), sendo a maior expressão observada em raízes e em maior 

intensidade na cultivar BR16. A dehidrina (Figura 4.11F) também foi altamente 

regulada sob seca, nesse caso a maior ativação foi em folha e assim como a LEA18, 

a maior expressão foi na BR16 em comparação a linhagem GM. O gene que codifica 

para HSP70 (Figura 4.11G) apresentou perfil semelhante a LEA 18 sendo mais 

expresso em raiz e na cultivar BR16.  
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Figura 4.9 – Expressão do gene da construção 35S-AtAREB1 em tecido de folha e raiz nos genótipos submetidos as condições de suficiência 
hídrica, encharcamento e seca. A) Expressão do gene AtAREB1 em folha; B) Expressão do gene AtAREB1 em raiz. 1Ea2939 (linhagem GM 
com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). A normalização da expressão foi realizada com base nos genes 
endógenos β-actina para a condição de encharcamento e seca, adicionalmente foi utilizado o gene endógeno FYVE para a condição de seca.  
 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 4.10 – Expressão do gene NCED (Glyma15g40070) em tecido de folha e raiz nos genótipos de soja submetidos as condições de 
suficiência hídrica, encharcamento e seca. A calibração foi realizada com base nas plantas do mesmo genótipo na condição controle. *Indicam 
resultados significativos p<0.05, conforme calculado por Rest2009 (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). 
 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 4.11 – Expressão dos genes responsivos ao encharcamento e a seca em tecido de folha e raiz nos genótipos de soja submetidos as 
condições de suficiência hídrica, encharcamento e seca. A) Expressão do gene ADH (Glyma.04G240800); B) Expressão do gene AlaAT1 
(Glyma.07G045900); C) Expressão do gene AlaAT2 (Glyma.01G026700); D) Expressão do gene SuSy (Glyma13g17420); E) Expressão do 
gene LEA18 (Glyma.17G164200); F) Expressão do gene dehidrina (Glyma.09G185500); G) Expressão do gene HSP70 (Glyma.17G072400). 
1Ea2939 (linhagem GM com a construção 35S-AtAREB1); BR16 (background convencional). A calibração foi realizada com base nas plantas 
do mesmo genótipo na condição controle. *Indicam resultados significativos p<0.05, conforme calculado por Rest2009 (PFAFFL; HORGAN; 
DEMPFLE, 2002). 

 
Fonte: Próprio autor. 
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4.5 DISCUSSÃO 

 

 Em condições de estresses abióticos como a deficiência hídrica e o 

encharcamento, as plantas ativam uma série de respostas adaptativas a nível 

molecular, bioquímico e fisiológico. Os resultados desse estudo mostram o impacto 

desses estresses na linhagem GM 1Ea2939 superexpressando, o TF AtAREB1, e 

em sua respectiva isolinha convencional, a cultivar BR16. Mudanças mais profundas 

na fisiologia da planta foram observadas mediante estresse por seca, o que levou a 

uma redução acentuada das trocas gasosas.  

O efeito positivo da inserção do gene AtAREB1 nos mecanismos de tolerância 

a seca foram percebidos através das trocas gasosas, onde as plantas transgênicas 

se destacaram por manterem os processos fisiológicos como abertura estomática, 

fotossíntese, respiração, mesmo sob condições de déficit hídrico severo. Esses 

resultados corroboram com trabalhos prévios conduzido por Marinho et al. (2015), 

onde a linhagem 1Ea2939, também apresentou maiores valores de transpiração e 

condutância estomática sob déficit hídrico. Ainda, segundo o estudo conduzido por 

Barbosa et al. (2012), a inserção do gene AtAREB1 promoveu aumento na 

sobrevivência de plantas após déficit hídrico de cinco dias e três dias de reidratação, 

sendo que as plantas transgênicas apresentaram 100% de sobrevivência, enquanto 

a cultivar convencional apresentou somente 40% de sobrevivência.  

A seca pode causar significativa inibição da fotossíntese, sendo o decréscimo 

da difusão de CO2 da atmosfera até o sítio de carboxilação considerado a principal 

causa da diminuição da fotossíntese (CHAVES et al., 2009; PINHEIRO; CHAVES, 

2011). Essa limitação inclui interferências estomáticas e do mesófilo (FLEXAS et al., 

2009), onde esses eventos são decorrentes da redução da turgescência das células-

guardas dos estômatos, seguidos pelo fechamento dos poros estomáticos 

(PINHEIRO; CHAVES, 2011). Segundo da Silva et al. (2013), quando o turgor 

celular é mantido, os processos como condutância estomática, assimilação de CO2 e 

a expansão de tecidos vegetais permanecem estáveis. 

Mudanças na fisiologia das plantas foram também induzidas pelo 

encharcamento, destacando-se novamente a superioridade da linhagem GM, que 
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mesmo sob estresse, manteve maior taxa fotossintética, destacando-se quanto a 

eficiência instantânea no uso da água e eficiência instantânea de carboxilação. Com 

relação à fotossíntese (Figura 4.1B), tanto a seca (PINHEIRO; CHAVES, 2011) 

como o encharcamento (CAUDLE; MERICLE, 2012) podem diminuir sua eficiência, 

devido ao fechamento estomático e a diminuição da assimilação de CO2. A linhagem 

1Ea2939 manteve maior fotossíntese, demonstrando uma maior adaptação ao 

estresse em relação a cultivar BR16. Esses dados corroboram com os encontrados 

em estudos com déficit hídrico por Barbosa et al. (2012) e Marinho et al. (2015), e 

geram novos dados sobre a caracterização das plantas GM no excesso hídrico.  

As plantas da linhagem GM também se destacaram em relação ao teor de 

clorofila (Figura 4.1A), a qual foi superior em relação a cultivar convencional 

independe da condição hídrica. Esse dado corrobora com os resultados da 

fotossíntese (Figura 4.1B), tendo em vista que a clorofila está diretamente 

relacionada à fotossíntese e à assimilação de carbono, podendo ter reflexos na 

produtividade de grãos (TAIZ; ZEIGER, 2013; MORRISON; VOLDENG; COBER, 

2000). As plantas transgênicas foram capazes de manter maiores taxas de 

fotossíntese, com menor perda de água pela condutância estomática (Figura 4.2C) e 

com a mesma disponibilidade de CO2 da cultivar convencional (Figura 4.2B), sob 

ambos os estresses, indicando uma maior eficiência na produção de energia através 

da fotossíntese e resultando em melhor desempenho sob estresse. 

Para massa seca de plantas, independente da condição hídrica, observa-se 

que as plantas da linhagem transgênica 1Ea2939 apresentam um crescimento inicial 

mais lento em comparação ao seu background (Figura 4.3A, Figura 4.4A e Figura 

4.5). Entretanto, passado o período de estresse, a linhagem 1Ea2939 apresentou 

maior altura comparado a cultivar BR16 (Figura 4.4C e Figura 4.5), em 

consequência do aumento do período vegetativo observado nesses materiais. Com 

isso, a linhagem transgênica acumulou reservas por um período maior. Este maior 

período de crescimento associado à maior fotossíntese (Figura 4.1B) contribuiu para 

que a linhagem 1Ea2939 apresentasse uma melhor recuperação após o estresse 

até seu período reprodutivo. O aumento do ciclo na linhagem transgênica 1Ea2939 

em comparação a cultivar BR16 já foi observado em estudo prévio conduzido por 
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Fuganti-Pagliarini et al. (2017), onde as plantas transgênicas apresentaram o ciclo 

de 150 dias em condição ideal de irrigação e de 153 dias em condição de seca, 

enquanto a cultivar convencional o ciclo variou de 128 em condição ideal de 

irrigação e 132 dias em condição de seca.  

Com relação as alterações bioquímicas, independente da condição hídrica, a 

linhagem GM apresentou maior concentração de proteínas solúveis nos tecidos de 

raízes e de folhas (Figura 4.6A e Figura 4.6B), indicando um efeito da expressão 

constitutiva do gene AtAREB1 através do promotor 35S (Figura 4.9). As proteínas 

estão localizadas em toda célula vegetal e são fundamentais para a estrutura e 

funcionamento da célula (BRAY et al., 2000). Cerca de 40% das proteínas solúveis 

presentes em tecidos fotossintéticos são rubisco (FELLER; ANDERS; MAE, 2008), o 

que pode estar refletindo na maior atividade fotossintética observada nas plantas 

GM desse estudo (Figura 4.1B).  

O acúmulo de proteínas também foi observado em raízes sob estresse por 

encharcamento, para ambos os genótipos testados (Figura 4.6C). Por ser o tecido 

que permanece submerso durante o excesso hídrico do solo, a raiz é o órgão mais 

afetado nessa condição de estresse (SAKAZONO et al., 2014). Segundo Sachs et 

al. (1980), o estresse anaeróbico induz mudanças tanto no teor quanto no padrão 

das proteínas. Sob condições de estresse, a síntese de proteínas pode ser 

aumentada visando à estabilização de membranas celulares, ou ainda, a sinalização 

atribuída ao estímulo do estresse (TESTER; DAVENPORT, 2003). Geralmente 

espécies tolerantes ao déficit de oxigênio conseguem manter o nível proteico, 

mediante a síntese de polipepetídeos anaeróbicos, compensando, com isso, a 

repressão de proteínas aeróbicas (ZHANG et al., 1994; SACHS et al., 1996).  

Condições de estresse induzem também a produção de ROS, que quando 

acumuladas em altas concentrações são tóxicas para a planta, podendo levar até a 

morte celular. Em baixas concentrações, no entanto, esses compostos podem atuar 

como molécula sinalizadora do estresse (GECHEV; HILLE, 2005; NEIL et al., 2002; 

QUAN et al., 2008; UCHIDA et al., 2002). Logo, a quantificação de ROS e da 

atividade de enzimas que atuam no seu controle, auxiliam na compreensão dos 

mecanismos que a planta utiliza em situações de estresse. Essas avaliações 
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indicam se a mesma está sofrendo com o desbalanço das ROS e de enzimas 

antioxidantes, ou se a mesma está em equilíbrio e utilizando as ROS como 

moléculas sinalizadores para se adaptar a situação através de respostas ao 

estresse, como a expressão de genes, e ativação de vias de defesa vegetal 

(MITTLER et al., 2011; NEIL et al., 2002).  

O H2O2, considerada uma ROS, é uma molécula capaz de difundir-se 

livremente através de membranas, sendo importante tanto para sinalização em 

processos de tolerância cruzada (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010; FOYER; 

NOCTOR, 2003), como também, pode acarretar em toxicidade no caso do seu 

desbalanço (HENZLER; STEUDLE, 2000). Esse composto induz processos de 

sobrevivência ao estresse como: fechamento estomático, formação de ligações 

transversais na parede celular, expressão de genes de resposta, biogênese de 

peroxissomos, no entanto ele também pode inativar enzimas e provocar danos em 

ácidos nucléicos, proteínas e lipídeos (NEILL et al., 2002; GILL; TUTEJA, 2010; 

MITTLER et al., 2011).  

Em folha, a cultivar BR16 apresentou maiores níveis de H2O2 nas condições 

de controle e seca (Figura 4.7A). Da mesma forma, Silva (2017), observou o 

aumento na concentração de H2O2 em folhas de soja após déficit hídrico seguido de 

reidratação. A primeira linha de defesa contra as ROS é a ação da SOD, através da 

desintoxicação de ânion superóxido (O2) levando a formação de H2O2 

(GIANNOPOLITIS et al., 1977; ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). A linhagem 

1Ea2939 apresentou menos unidades de SOD nas folhas em comparação com a 

BR16 (Figura 4.8A). Esse resultado, associado a maior concentração de H2O2 

(Figura 4.7A), indicam que na cultivar BR16, a conversão de O2
- em H2O2 está 

ocorrendo em maior escala, podendo ser um indicativo de estresse mais severo.  

Resultado semelhante foi observado nas raízes, onde as plantas transgênicas 

apresentaram menor concentração de H2O2 em todas as condições testadas (Figura 

4.7B) e menor atividade de SOD, sob as condições controle e seca (Figura 4.8B). 

Ainda em raízes, observou-se que a enzima CAT apresentou maior atividade na 

cultivar BR16 (Figura 4.8C), nas condições de seca e encharcamento, corroborando 

com a hipótese de que o estresse foi sentido de forma mais intensa na cultivar 
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convencional. No trabalho de Damanik, Marbun e Sihombing (2016), os níveis de 

CAT foram incrementados em genótipos sensíveis ao encharcamento, semelhante 

ao que ocorreu com a cultivar BR16. Maior atividade da CAT em raízes também foi 

descrito sob seca em espécies, incluindo soja (MASOUMI et al., 2010), grão de bico 

(MAFAKHERI et al., 2011), canola (MIRZAEE; MOIENI; GHANATI, 2013) e trigo 

(NADERI et al., 2014). 

Com relação aos dados moleculares, foi comprovada a expressão do gene 

AtAREB1 (Figura 4.9) nas plantas da linhagem 1Ea2939 nas diferentes condições 

testadas, incluindo o controle. Em estudo conduzido por Marinho et al. (2015) o 

efeito do promotor constitutivo 35S nas plantas do evento 1Ea2939 induziu uma 

série de mudanças fisiológicas, as quais foram percebidas mesmo na condição 

controle.  

Visto a necessidade da síntese de ABA para ativação do FT AREB foi 

realizada a quantificação da expressão do gene NCED (Figura 4.10), o qual codifica 

uma enzima da rota de biossíntese do ABA. Essa enzima catalisa a clivagem de 9-

cis-neoxantina em xanthoxina, a qual é convertida em ABA através de uma reação 

de duas etapas da via do ABA-aldeído (XIONG; SCHUMAKER; ZHU, 2002). A partir 

disso, pode-se constatar que, através do aumento da expressão desse gene, e 

consequentemente da síntese da enzima, pode haver um aumento na produção do 

hormônio ABA, fundamental para ativação de AREB (FURIHATA et aI., 2006; 

YOSHIDA et aI., 2010). A produção e expressão de ABA foi bastante caracterizada 

em estresses como a seca (XIONG; ZHU, 2002) e o estresse salino (ZÖRB et al., 

2013). Porém os dados da presença desse hormônio, em plantas que sofrem por 

estresse por encharcamento, são incipientes e controversos (HSU et al., 2011; YIN 

et al., 2016), sendo relatado hipóxia em A. thaliana (YEUNG et al., 2018). No 

presente trabalho, demonstrou-se a ativação desse gene, como previsto, no 

estresse por seca em ambos genótipos em todos os tecidos. Já no encharcamento, 

foi observado que esse gene foi significativamente up regulado na linhagem 

1Ea2939, demonstrando que o FT AREB pode ser ativado e consequentemente 

ativar os mecanismos de resposta ao estresse para o encharcamento. Esse 

resultado, em conjunto com os resultados de fisiologia e bioquímica corroboram com 
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a hipótese de que a inserção do gene FT AREB contribui para obtenção de plantas 

mais tolerantes ao estresse por encharcamento.  

 Para os genes estresse responsivos, observou-se a ativação tanto dos genes 

responsivos a seca LEA18, HSP70 e dehidrina, como também para os genes 

responsivos ao encharcamento ADH, AlaAT1 e AlaAT2. Em ambas as condições de 

estresse esses genes foram modulados de forma mais intensa na cultivar BR16 

comparado com a linhagem GM. Corroborando com os dados fisiológicos 

observados, os quais sugerem que a linhagem GM AtAREB1 sente menos os efeitos 

do estresse em comparação ao background convencional.  

O gene que codifica para a enzima ADH (álcool desidrogenase) foi 

previamente descrito como induzido por hipóxia em soja por Nakayama et al. (2017). 

Essa enzima catalisa a redução do acetaldeído tóxico a etanol, sendo o gene que a 

codifica ativado sob hipóxia e anóxia (PREISZNER et al., 2001). A indução da ADH 

sob encharcamento ocorreu somente nas raízes, por ser esse o tecido que 

permanece sob inundação (Figura 4.11A). Essa indução também foi superior na 

cultivar convencional, a qual indica que a mesma necessitou da maior ativação da 

glicólise, para produção de energia, e consequentemente maior ativação das vias 

fermentativas, para manutenção da glicólise e do pH citósolico (GOOD; CROSBY, 

1989), para sua sobrevivência frente ao estresse, demonstrando que a mesma se 

encontrava mais estressada em comparação com a linhagem transgênica, por esse 

ser um mecanismos de sobrevivência essencial em baixa concentração de oxigênio 

(CHRISTIANSON et al., 2010). No trabalho de Rizal e Karki (2011), demonstrou-se 

que houve maior expressão de ADH em plantas sensíveis ao estresse em 

comparação com plantas mais tolerantes ao encharcamento.  

Outro gene avaliado relacionado com a proteína Sucrose synthase (SuSy) foi 

avaliado no estudo (Figura 4.11D). Essa proteína está associada ao metabolismo da 

sacarose, e age como sintetase ou invertase. A sacarose é degradada pela SuSy 

em UDP-glicose, sendo uma reação reversível. Sob a ação de invertase, a sacarose 

é invertida em frutose e glicose (JIANG et al. 2015). No presente trabalho o gene foi 

significativamente expresso no tecido de raiz em ambos os estresses hídricos na 

cultivar convencional. A expressão de SuSy é afetada pelo encharcamento, sendo 
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induzida durante o estresse, visto que a sua ação auxilia na produção de glicose que 

pode ser utilizada pela glicólise (JACKSON; COLMER, 2005). Como observado a 

BR16 apresentou alta expressão durante o encharcamento nas raízes, 

demonstrando que a mesma foi mais afetada pelo estresse tendo que ativar de 

forma mais intensa as vias de produção de energia, o que pode ser relacionado com 

a maior expressão do gene ADH na cultivar convencional (Figura 4.11A), visto que 

pelo fato dela estar sofrendo mais com estresse, teve que consumir mais reservas 

de glicose para produzir ATP e consequentemente necessitou de uma maior 

regeneração de NAD+, o qual ocorre pelas vias fermentativas, consequentemente 

apresentando um aumento na indução do gene ADH. A expressão de SuSy também 

foi reportada em soja no estudo de Nakayama et al. (2017), sendo o gene induzido 

no estresse por encharcamento nas cultivares de soja BR4 e Embrapa45, não 

havendo diferenças entre o genótipo sensível e tolerante.  

O resultado de expressão do gene SuSy, observado no presente trabalho 

também pode estar associado o maior crescimento (Figura 4.2A) e peso de massa 

seca (Figura 4.3A) da cultivar convencional em ambos os estresses, em estudos 

realizados com tabaco por Coleman et al. (2006) observou-se um aumento no 

crescimento e produção de biomassa em plantas que superexpressavam o gene 

SuSy. O aumento da biomassa de plantas de algodão transgênicas 

superexpressando o gene SuSy (GhSuSA1) também foi relatado por JIANG et al. 

(2012). O aumento da biomassa pode estar relacionado ao fato de que a UDP-

glicose é precursora da celulose (COLEMAN et al., 2006).  

Os genes que codificam para a enzima AlaAT (alanina aminotransferase) 

também foram alvos desse estudo (Figura 4.11B e Figura 4.11C). Durante o 

encharcamento ocorre o estresse por hipóxia, devido à baixa concentração de 

oxigênio, o que limita a produção de energia pelas vias aeróbicas. Sendo assim, 

para a obtenção de energia, três vias anaeróbicas principais são ativadas durante o 

estresse: a via do etanol, a do ácido lático e uma via que é específica de plantas, 

que produz alanina, envolvendo a enzima AlaAT, que produz a partir do piruvato a 

alanina que além de conservar os esqueletos de carbono e o nitrogênio, também  

consome os íons H+ responsáveis pela acidificação do citoplasma que ocorre 
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através da ativação das vias fermentativas (RICARD et al., 1994; DENNIS et al., 

2000; SOUSA; SODEK, 2002). Em plantas sob condições normais de oxigenação, 

essas vias estão ausentes ou com atividade bastante reduzida, mas são 

rapidamente induzidas em baixa concentração de O2, logo, o acúmulo de alanina 

durante a hipóxia tem significativa importância no retorno à normóxia pela conversão 

da alanina em piruvato por meio da reação de transaminação catalisada pela 

atividade da enzima alanina aminotransferase (SOUSA; SODEK, 2002; MIYASHITA; 

GOOD, 2008).  

Para o trabalho, dois genes da AlaAt de soja foram selecionados, sendo o 

Glyma.07G04590 que codifica para AlaAT1 da subclasse I e o Glyma.01G026700 

denominada como GmAlaAT2 da subclasse II, e a partir de sua expressão podemos 

avaliar a ativação da via de produção de alanina. Como demonstrado através desse 

trabalho, o gene AlaAT2 (Figura 4.11C) não obteve resultados significativos no 

excesso hídrico, somente foi down regulado nas folhas de BR16 durante a seca, 

resultado pouco expressivo. O fato da expressão de AlaAT2 ter sido menos 

significativa no encharcamento foi comprovado também por Rocha (2010), o qual 

constatou que a indução do gene AlaAT1 foi mais intensa do que a AlaAT2. Isso 

ocorre, pois, o gene da AlaAT2 é expresso somente na mitocôndria, a qual não é 

intensivamente afetada durante o estresse.  

Enquanto o gene AlaAT1 (Figura 4.11B), ao contrário da AlaAT2, é expresso 

no citosol, que é significativamente afetado em situações de hipóxia, o qual é 

acidificado pela liberação de H+ liberado pelas vias fermentativas. Sendo por esse 

motivo que ocorreu a alteração da expressão desse gene no estudo, sendo induzido 

no encharcamento em raízes de ambos genótipos, sendo mais expressivo na BR16, 

demonstrando que as rotas foram ativadas em ambos genótipos, porém, mais 

significativamente na cultivar convencional. Observou-se que a linhagem 1Ea2939 

apresentou regulação negativa da expressão dessa enzima nas folhas durante o 

encharcamento, resultados semelhantes ao descrito por Jain et al. (2010), que 

observou um decréscimo na expressão dessa enzima nas folhas de sorgo a partir de 

12 horas de estresse, enquanto nas raízes os valores foram aumentando 

exponencialmente. Outros estudos como de Good e Crosby (1989) também 
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relataram elevação da atividade de AlaAT em raízes de cevada, mas a atividade 

diminuiu em tecido foliar. 

Na seca, os dados de expressão também demonstraram a ativação do gene 

AlaAT1 na cultivar BR16 em folhas e raízes. Esse resultado pode ser atribuído ao 

fato de que a transaminação é um passo fundamental na biossíntese de vários 

aminoácidos a partir de glutamato (HODGES, 2002). No estudo de Xie et al. (2018), 

onde estudou-se duas enzimas aminotransferases, a alanina aminostransferase 

(AlaAT) e asparato aminotransfera (AspAT) em milho, foi relatado um aumento na 

atividade de ambas enzimas durante o período inicial de seca. A atuação dessas 

enzimas no estresse resulta no aumento da concentração de aminoácidos que agem 

como solutos citoplasmáticos compatíveis para a proteção de organelas e 

biomoléculas celulares, reduzindo assim os efeitos adversos da seca (MUNNS; 

TESTER, 2008).  

Para os genes responsivos a seca, o gene LEA18 foi altamente expresso 

nessa condição (Figura 4.11E), concordando com resultados prévios como Asakura 

et al. (2012) e Fuganti-Pagliarini et al. (2017). A expressão desse gene sob seca 

ocorreu em ambos os tecidos e genótipos, porém, assim como os genes 

responsivos ao encharcamento, uma maior ativação foi observada na cultivar 

sensível BR16.  

A dehidrina é um gene expresso majoritariamente em condições de seca e 

frio (PUHAKAINEN et al., 2004), isso explica porque o gene não foi ativado sob 

encharcamento (Figura 4.11F). Em trabalho realizado por Zhang, Moloney e 

Chinnappa, (1996), pela técnica de northen blot, a dehidrina se mostrou presente 

nos tratamentos com ABA, PEG e seca, porém, não foi detectada no 

encharcamento. Sob seca, a maior expressão da dehidrina foi observada na cultivar 

convencional devido a sua maior susceptibilidade ao estresse. As dehidrinas, em 

sua função, supostamente realizam a estabilização da membrana, agindo como 

chaperonas para evitar a agregação e/ou inativação de proteínas sob desidratação 

(GRAETHER; BODDINGTON, 2014).  

 O gene HSP70, que codifica para uma proteína da família Heat Shock Protein 

(HSP), mais especificamente como chaperona molecular GRP78/BiP/KAR2, HSP70 
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superfamily (ROBERTS, 1991), tem função no dobramento, montagem, translocação 

e degradação de proteínas sob condições de estresse e em muitos processos 

celulares normais (PARK; SEO, 2015). Apesar de serem inicialmente caracterizadas 

como proteínas associadas a alta temperatura, atualmente sabe-se que elas podem 

ser induzidas por uma ampla variedade de estresses (PARK; SEO, 2015; AL-

WHAIBI, 2011). No presente estudo a HSP70 foi induzidas somente na seca (Figura 

4.11G), e como os demais genes estresse responsivos foi mais ativada na cultivar 

sensível em comparação a linhagem GM.  

  

4.6 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos nesse estudo confirmam o desempenho superior das 

plantas superexpressando o gene AtAREB1 sob condições de seca e indicam o 

desempenho superior dessa linhagem sob estresse por encharcamento. 

Sob o estresse por encharcamento, as plantas transgênicas mantiveram 

maior fotossíntese, maior eficiência intrínseca no uso da água e maior eficiência 

instantânea de carboxilação em comparação a cultivar convencional BR16.  

Observou-se ainda, que as plantas do evento transgênico apresentaram um 

crescimento inicial mais lento, seguido, no entanto, de um aumento do período 

vegetativo, permitindo que as mesmas recuperassem o crescimento de forma mais 

eficiente no período pós estresse. 

Adicionalmente, o evento transgênico apresentou maior concentração de 

proteína e menor concentração de peróxido de hidrogênio, sugerindo um controle 

mais eficiente no balanço das ROS.  

 As plantas transgênicas também apresentaram uma menor ativação de genes 

do metabolismo fermentativo e da produção de alanina, sugerindo que nesses 

materiais o estresse ocorreu de forma menos intensa. Além disso, houve a ativação 

do gene NCED no encharcamento, indicando que há um aumento na biossíntese de 

ABA, havendo assim a ativação do FT AREB e de suas resposta igualmente no 

estresse de encharcamento quanto na seca. 
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5 ARTIGO B: PERFIL DE EXPRESSÃO DA HEMOGLOBINA NÃO SIMBIONTE 

CLASSE 1 (nsHb-1) EM SOJA SOB CONDIÇÃO DE ESTRESSE HÍDRICO POR 

SECA E ENCHARCAMENTO 

 

5.1 RESUMO  

 

As hemoglobinas (Hbs) são amplamente distribuídas em plantas superiores e, 

como a hemoglobina animal, têm uma função na ligação de oxigênio. Existem três 

classes de Hbs, a hemoglobina simbiótica, não-simbiótica (nsHb) e truncada. Muitos 

estudos têm destacado o importante papel das hemoglobinas não simbiontes de 

classe 1 (nsHb-1) nas respostas aos estresses abióticos em plantas. Entretanto, em 

soja a caracterização dos genes nsHb-1 sob estresse hídrico, como encharcamento 

e seca ainda carece de estudos. Neste trabalho, avaliamos o perfil de expressão de 

genes nsHb-1 em soja sob condições de encharcamento e seca. Foram identificados 

em soja setes genes contendo o domínio plant globin, sendo que dentre esses, 

somente três apresentaram perfil de expressão diferencial em bibliotecas de RNA-

seq de hipóxia (simulação de encharcamento) e seca. Os genes identificados como 

nsHb-1 foram Glyma.11G121700.1 e Glyma.11G121800.1, enquanto que o gene 

Glyma.20G191200.1 foi identificado como uma leghemoglobina. Os dados obtidos 

foram validados por meio de PCR em tempo real em plantas submetidas ao estresse 

por encharcamento e seca em casa de vegetação. Observou-se uma maior 

expressão do Glyma.11G121800.1 na condição de encharcamento. Ambos os genes 

da hemoglobina não-simbiótica identificados estão estreitamente relacionados com o 

estresse abiótico, mostrando que o Glyma.11G121800.1 é mais expresso no 

estresse por encharcamento e Glyma.11G121700.1 é expresso em ambas 

condições de estresse, sendo mais significativo na seca. Apesar da semelhança do 

Glyma.20G191200.1 com os demais, o mesmo caracteriza-se como uma 

leghemoglobina, apresentando um perfil de expressão que não foi induzido pelos 

estresses. Esses dados sugerem que em soja as nsHbs-1 atuam no encharcamento 
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e também ampliam a caracterização da expressão desses genes nas condições de 

encharcamento e seca em soja. 

5.2 INTRODUÇÃO 

 

As Hemoglobinas vegetais (Hb) são proteínas que foram inicialmente 

descritas em nódulos de soja em 1939 (KUBO, 1939), as quais, em analogia com o 

que ocorre nas hemoglobinas animais, têm propriedade de se ligar ao oxigênio. As 

Hbs estão presentes em todos os organismos vivos e possuem diferentes funções e 

estruturas, de acordo com Weber e Vinogradov (2001).  

As Hbs de plantas podem ser classificadas em três tipos, as hemoglobinas 

simbióticas, as hemoglobinas não simbióticas (nsHb) e hemoglobinas truncadas 

(TREVASKIS et al., 1997). Hbs simbióticas, também chamadas de leghemoglobinas, 

são produzidas em alta concentração em nódulos radiculares, enquanto as Hbs não 

simbióticas são sintetizadas em outros tecidos, sem relação com a simbiose 

(GUPTA et al., 2011). As Hbs truncada são similares as não simbióticas, mas 

apresentam tamanho reduzido, porém foram pouco caracterizadas (WATTS et al., 

2001).  

Cada classe é representada por um único gene no genoma de Arabidopsis 

thaliana (TREVASKIS et al., 1997; WATTS et al., 2001). As hemoglobinas não 

simbióticas (nsHb) são classificadas em duas classes, a classe 1 e a classe 2. A 

hemoglobina não simbiótica de classe 1 (nsHb-1) é mais expressa sob estresse por 

hipóxia do que em condições normais, principalmente devido à sua maior afinidade 

ao oxigênio, mas também pode ser expressa sob outras condições de estresse, 

como frio, estresse osmótico, deficiência de nutrientes e exposição ao óxido nítrico 

(DORDAS, 2009). A nsHb-1 pode interagir com o oxigênio de diversas formas, 

atuando como carreadoras e armazenadoras de oxigênio, para facilitar a sua 

difusão; como sensores de oxigênio, para regular a expressão de proteínas durante 

períodos de hipóxia ou anóxia; ou como oxigenases terminais no metabolismo (HILL, 

1998). Já a hemoglobina não simbiótica de classe 2 (nsHb-2) possui menor 

afinidade ao oxigênio e age facilitando o suprimento de oxigênio aos tecidos em 

desenvolvimento (GUPTA et al., 2011). 
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As propriedades estruturais da nsHb-1 permitem que elas sirvam como 

proteínas solúveis de transporte de elétrons no sistema enzimático de óxido nítrico 

(NO), o qual é produzido em baixas condições de oxigênio, principalmente pela 

redução de nitrito nas plantas (DORDAS et al., 2003). O NO atua como sinalizador 

de uma grande variedade de processos nas plantas, incluindo mecanismos de 

respostas a estresses bióticos e abióticos.  

Nesta linha, a nsHb-1 age como um elemento relacionado ao metabolismo do 

NO, as espécies reativas de oxigênio (ROS) e ao nitrogênio, sendo produzida 

durante condições de estresses. O papel da nsHb-1, atribuído a modulação de NO, 

é por sua ação como uma dioxigenases de NO, associada a oxidação de NADH e, 

assim, mantém a glicólise, mesmo em baixa concentração de oxigênio (DORDAS et 

al., 2003; IGAMBERDIEV; HILL, 2004; MOŢ, 2014). O NO é oxidado a nitrato pelas 

nsHbs-1, esse metabolismo recebe a nomenclatura de ciclo nsHb/NO 

(IGAMBERDIEV et al., 2005). O nitrato obtido é reduzido a nitrito por CNR (nitrato 

redutase citosólica), que é ativada em condições de baixo pH que ocorre em 

situações de hipóxia, quando em condições aeróbicas essa enzima está fosforilada 

e consequentemente inativa (IGAMBERDIEV; HILL, 2004). O nitrito formado, por ser 

altamente reativo, é rapidamente reduzido para amônio por NiR (nitrito redutase), 

rota que despende de altas reservas energéticas, sendo então é desviada para ser 

convertida novamente em NO pela NR (nitrato redutase), visto que há baixa 

disponibilidade de energia em hipóxia, e que por fim pode ser utilizado para 

produção de aminoácidos (ARC et al., 2013). Durante estas vias, os NAD(P)H são 

oxidados para NAD(P)+, mantendo o fluxo glicolítico e, portanto, a viabilidade das 

células. Além disso, o estado redox do citosol pode ser controlado (MOŢ, 2014).  

O gene da nsHb-1 foi previamente estudado e, de acordo com a literatura, 

tem a capacidade de conferir tolerância ao encharcamento e ao frio em várias 

espécies. No estudo de Almada et al. (2013), com a espécie Prunus laurocerasus 

aplicou-se o estresse por hipóxia durante 15 dias, com coletas periódicas, e 

observou-se que a expressão do gene nsHb-1 foi induzida em raízes em todos os 

períodos estudados, e que os genótipos mais tolerantes ao estresse apresentaram 

maiores níveis de expressão do gene, demonstrando a associação do gene com a 
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capacidade do mesmo de conferir tolerância a hipóxia. No estudo com 

encharcamento em Vigna radiata de Sairam et al. (2012) observou-se maior 

expressão desse gene em plantas submetidas ao encharcamento em comparação 

com o tratamento controle. 

Sabendo que NO atua em diversos processos da planta, principalmente como 

uma molécula sinalizadora (NARITA, 2010), mas que também é considerado uma 

ROS, e reconhecido como um agente potencial na morte celular programada em 

plantas (RICHBERG; AVIV; DANGL, 1998), há a necessidade de sua homeostase 

na planta, sendo a nsHb-1 já descrita como um mecanismo associado com a 

desintoxicação de NO (ARC et al., 2013).  

No trabalho de Dordas et al. (2003) foram utilizados eventos transgênicos de 

alfafa, nos quais gene nsHb-1 de cevada foi superexpresso e em outros em que o 

gene foi silenciado, submetidos a condições de hipóxia com 3% de oxigênio. Através 

desse experimento constatou-se que as plantas superexpressando o gene nsHb-1 

acumulavam menos NO em comparação ao controle, enquanto as plantas com o 

gene silenciado apresentaram altos níveis de acúmulo de NO, demonstrando um 

provável vínculo do gene com a capacidade de desintoxicação da nsHb-1. Além 

disso, estudos de silenciamento do gene nsHb-1 em A. thaliana demonstraram que a 

função da nsHb-1 se estende além do estresse por encharcamento, tendo papel 

fundamental na maturação da planta, mostrando que pelo menos um gene nsHb 

funcional é essencial para a sobrevivência da planta, pois a mesma realiza a 

regulação dos níveis de NO que tendem a se acumular durante o seu 

desenvolvimento (DORDAS, 2009; HEBELSTRUP et al., 2006).  

Diversos estudos sobre o gene nsHb-1 vêm sendo realizados em A. thaliana. 

No trabalho de Hunt et al. (2001) foi demonstrado que a expressão do gene nsHb-1 

ocorre em plântulas e é induzido também por hipóxia. No estudo de Thiel et al. 

(2011), no qual utilizou-se sementes de A. thaliana superexpressando o gene da 

hemoglobina não simbionte de classe 1 (AHb1) de A. thaliana, obteve-se sementes 

mais tolerantes ao encharcamento. Também observou-se que as sementes 

transgênicas foram capazes de manter baixos níveis de NO endógeno e manter um 

alto status energético, em contraste com o tipo selvagem, e ao mesmo tempo 
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comprovou-se que a AHb1 está envolvida no metabolismo do NO. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Kuruthukulangarakoola et al. (2017), os autores 

observaram aumento nos níveis de expressão de AHb1, conjuntamente com as 

enzimas NR e NIR, nas plantas em que aplicou-se NO, em comparação com plantas 

crescidas sob condições normais, demonstrando um incremento no metabolismo de 

homeostase do NO.  

O gene também foi estudado em outras espécies, como no trabalho de Lira-

Ruan, Ruiz-Kubli e Arredondo-Peter (2011) no qual identificou-se cinco tipos de 

nsHbs presentes em arroz. Outro exemplo, pode ser dado pelo estudo com 

beterraba de Leiva-Eriksson et al. (2014), no qual a expressão dos genes foi 

caracterizada em diferentes estádios de desenvolvimento da planta, com diferentes 

fotoperíodos; ou ainda, no estudo de Smagghe et al. (2007) identificando a 

localização das nsHbs em chicória durante a embriogênese somática. Em arroz, 

Violante-Mota et al. (2010), buscou identificar se o gene possuía atividade de 

peroxidase. Por meio de ferramentas de bioinformática, em Guillardia theta, uma 

alga unicelular flagelada, identificou-se a presença de genes com alta similaridade à 

nsHb (SMITH; VINOGRADOV; HOOGEWIJS, 2014).  

Visto que os genes das hemoglobinas não simbiontes foram descritos em 

diversas espécies, foi confeccionada uma árvore filogenética para verificar a 

proximidade dentre os genes que possuíam o mesmo domínio que a hemoglobina 

não simbionte em espécies de leguminosas, além de identificar os melhores 

candidatos de nsHb-1 de soja para serem utilizados no estudo.  

A caracterização do gene também foi realizada mediante outros estresses, 

como no trabalho de Wang et al. (2003), que identificou os níveis de expressão da 

nsHb em tomate sob diferentes condições nutritivas. Outro exemplo é o trabalho de 

Sasakura et al. (2006) com plantas de Alnus firma que demonstrou expressão até 12 

vezes maior do gene em plantas submetidas ao frio. A expressão desse gene pode 

ocorrer até mesmo em estresses bióticos, como no caso do estudo com RNA-seq de 

Guan et al. (2015) que demonstrou aumento da expressão do gene em trigo frente 

ao ataque de pulgão-da-espiga (Sitobion Avenae).  
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Em soja o gene foi descrito pela primeira vez por Andersson et al. (1996), o 

qual identificou sua expressão em cotilédones, caule de plântulas, raízes, folhas 

jovens e algumas células dos nódulos associadas com a fixação biológica de 

nitrogênio. No estudo de Goodman e Hargrove (2001) foi descrita a estrutura da 

proteína. Porém, poucos esforços têm sido realizados na área para compreensão do 

funcionamento do gene na soja frente a estresses abióticos. Um dos poucos estudos 

realizados com nsHb em soja foi o de Nakayama et al. (2017) no qual observou-se, 

através de dados de RTq-PCR e RNA-seq, um aumento da expressão de um gene 

nsHb frente a hipóxia.  

O mesmo pode se afirmar com relação ao estresse por seca, em que não há 

nenhum estudo em plantas caracterizando o gene nesta condição. Todavia, 

pesquisas demonstram que a indução de mecanismos antioxidantes na seca e no 

metabolismo associados ao ABA demandam a produção de NO (ZHANG et al., 

2009), havendo a possibilidade da ação da nsHb-1 sob esse estresse. Para verificar 

a expressão das nsHbs-1 tanto no encharcamento quanto na seca, foi realizada a 

quantificação da expressão dos genes selecionados pelo estudo através do PCR em 

tempo real.  

Os estudos conduzidos até o momento demonstram o envolvimento dos 

genes de nsHb-1 sob estresse, contudo, a caracterização dessa classe ainda é 

incipiente em soja. Assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar o gene nsHb-1 de 

soja em condições de encharcamento e seca, utilizando ferramentas de 

bioinformática associadas a validação funcional por meio de RNA-seq e PCR em 

tempo real. 

 

5.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.3.1 Busca dos Genes com Domínio Plant Globin em Bancos de Dados 

 

A busca dos genes contendo o domínio Plant globin foi realizada no 

organismo alvo soja (Glycine max), e nas espécies modelo Arabidopsis thaliana 

(arabidopsis), Lotus japonicus e Medicago truncatula. Foram utilizados dois métodos 
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de busca, utilizando a palavra-chave “Plant globin” nos respectivos bancos de dados 

de cada espécie e através da sequência dos domínios Plant globin. 

Para a busca pelos domínios utilizou-se a sequência modelo PS00208 

PLANT_GLOBIN: “[SN]-P-x-[LV]-x(2)-H-A-x(3)-F”, obtida no banco de proteínas do 

Prosite (https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/nicedoc.pl?PS00208) a partir de 

busca por palavra-chave “Plant globin”. Após a obtenção de domínios para cada 

espécie, as sequências foram alinhadas na ferramenta Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), para verificar a semelhança entre as 

sequências dos domínios. Quando as sequências eram iguais, utilizava-se somente 

uma para a busca nos bancos de dados específicos para cada espécie. 

As sequências putativas de genes, contendo os domínios obtidos para cada 

espécies, foram obtidas em soja, Arabidopsis thaliana, Lotus japonicus e Medicago 

truncatula, nos respectivos bancos SOYKB (http://soykb.org/), TAIR 

(https://www.arabidopsis.org/), Lotus BASE (https://lotus.au.dk/) e Medicago 

truncatula Genome Database (http://www.medicagogenome.org/).  

Após a obtenção de cada sequência modelo, os mesmos foram alinhados na 

ferramenta BLASTp presente nos bancos de dados previamente citados, para 

encontrar as sequências presentes nestes bancos que possuem o domínio alvo. Em 

seguida, utilizou-se a ferramenta de análise de domínios proteicos do ProSite 

(https://prosite.expasy.org/) para confirmar as sequencias que possuem de fato o 

domínio plant globin, excluindo aquelas que não apresentam o domínio, ou que 

possuem o domínio incompleto. 

 As sequências modelos e respectivas informações estão disponíveis no 

Apêndice A. 

 

5.3.2 Árvore Filogenética 

 

Foi isolado das sequências que possuem o domínio alvo somente a 

sequência do motivo Plant globin. As sequências do domínio foram salvas em um 

arquivo FASTA, alinhadas no Software MEGA v.7.0.21 (KUMAR; STECHER; 

TAMURA, 2016), utilizando o algoritmo ClustalW, com os seguintes parâmetros: 
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Pairwise aligment - Gap opening penalty:10, gap extension penalty:10; multiple 

aligment - gap opening: 10, gap extension: 0.2. Protein weight matrix: Blosum, gap 

separation distance: 4. A árvore filogenética foi obtida usando este arquivo como 

input no próprio programa MEGA, utilizando-se o método de Neighbor-joining tree, 

realizando-se 1000 bootstraps. 

Posteriormente, realizou-se ainda a análise dos domínios presentes em todos 

os candidatos na ferramenta MEME (BAILEY; ELKAN, 1994) (http://meme-

suite.org/tools/meme), a fim de encontrar a sequência consenso (LOGO) deste 

domínio nas espécies em estudo. 

 

5.3.3 Análise da Expressão em Bancos de RNA-Seq 

 

Utilizando a biblioteca de sequenciamento de RNA (RNA-seq) previamente 

obtidas no Laboratório de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja, provenientes de 

um experimento de soja sob hipóxia (NAKAYAMA et al., 2017) e outro experimento 

de soja sob seca (RODRIGUES et al., 2012) avaliou-se a expressão dos genes que 

contém o domínio Plant globin de soja descritos no Apêndice A.  

Nas bibliotecas de hipóxia foram utilizadas duas cultivares (BR 4 e Embrapa 

45), consideradas sensível e tolerante ao estresse por encharcamento, 

respectivamente (NAKAYAMA et al., 2017), em diferentes períodos de estresse por 

hipóxia (0,5 horas, 4 horas e 28 horas), induzido em sistema hidropônico por meio 

de infusão constante de nitrogênio gasoso. Avaliou-se apenas as raízes, tendo em 

vista que esse é o tecido que mais sofre as consequências do estresse. 

Nas bibliotecas de seca foram utilizadas as cultivares BR16 e Embrapa 48, 

consideradas como sensível e tolerante a seca, respectivamente (OYA et al., 2004). 

As plantas foram cultivadas em sistema hidropônico, sendo o estresse imposto 

através da remoção das plantas da solução nutritiva por diferentes períodos (25 a 50 

minutos, 75 a 100 minutos, 125 a 150 minutos).  

O sequenciamento e análise de bioinformática foram realizados pela empresa 

Fasteris SA (Plan-les-Ouates, Switzerland). Detalhes do delineamento experimental 

e da metodologia utilizada nas etapas de construção das bibliotecas podem ser 



88 

 

     

 

consultados em trabalhos prévios de Rodrigues et al. (2012) e Nakayama et al. 

(2017). 

 Para ambas as bibliotecas os resultados foram obtidos em Reads per 

Mapped Million (RPM). Para calcular o valor da expressão (fold-change) dos genes 

foi feita a divisão do valor de abundância de transcritos das plantas em estresse 

pelas plantas na condição controle. A significância estatística dos genes 

diferencialmente expressos foi obtida pelo uso do pacote Bioconductor edgeR 

(ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010), corrigido pelo método de Benjamini e 

Hochberg (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Foram considerados apenas os genes 

diferencialmente expressos que apresentam fold-change ≥ 2 (up) ≤ -2 (down), adj. P-

value ≤ 0,01, e com mais de 20 reads mapeadas em pelo menos uma das duas 

bibliotecas comparadas. 

 

5.3.4  Seleção de Genes para Validação por PCR em Tempo Real 

 

A partir das buscas realizadas nas bibliotecas de RNA-seq de hipóxia e seca 

selecionaram-se três genes que apresentavam perfil diferencialmente expresso: 

Glyma.11G121700.1, Glyma.11G121800.1 e Glyma.20G191200.1.  

Com as sequências da CDS desses genes obtidas no banco de dados SoyKB 

(http://soykb.org/) foi realizada uma busca no BLASTn 

(https://BLAST.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi?PAGE_TYPE=BLASTSearch), com 

objetivo de encontrar a anotação desses genes. Para confirmar os dados de 

anotação do BLASTn, realizou-se uma busca utilizando as identificações de cada 

gene no banco de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). 

Os dados acerca das informações dos genes estão descritos na tabela abaixo 

(Tabela 5.1).  
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Tabela 5.1 – Identificação de hemoglobina não simbiótica em soja. Identificação no modelo antigo (Gene Model V9.0) e atual (G.Max 
Wm82.A2.V1) e anotação do gene. 
 

 
Fonte: Próprio autor.

Primeiro Mapeamento 

(Gene Model V9.0) 

Mapeamento Atual 

(G.Max Wm82.A2.V1) 

Referência Anotação do gene (BLAST) 

Glyma11g12980 Glyma.11G121800.1 (ANDERSSON et al., 1996) Glycine max nonsymbiotic hemoglobin 

Glyma11g12960 Glyma.11G121700.1 (CHAN et al., 2008) Glycine max non-symbiotic hemoglobin 1-like 

Glyma20g33290 Glyma.20G191200.1 (MARCKER et al., 1984) Glycine max leghemoglobin C2 
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5.3.5 Ensaio de Validação Por PCR em Tempo Real 

 

5.3.5.1 Obtenção do material vegetal  

 

 O experimento foi composto pela cultivar convencional BR16 em três 

tratamentos: seca, encharcamento e controle. Sendo realizadas seis repetições para 

cada tratamento distribuídas em seis repetições, totalizando 18 plantas.  

As plantas inicialmente foram germinadas em papel Germitest® umedecido 

com o volume de água destilada autoclavada equivalente a duas vezes e meia o 

peso do papel seco e após cinco dias foram transplantadas para vasos de 1Kg (15 

cm diâmetro externo x 10 cm de base e 11 cm de altura) contendo areia e substrato 

na proporção 1:1, com o substrato contendo terra:areia:composto orgânico na 

proporção (3:2:2). Foram transplantadas duas plantas por vasos utilizando 

inoculante Nitragin Cell Tech HC® (Novozymes, Franklinton, North Carolina, EUA). 

Posteriormente foi realizado o desbaste de uma planta, sobrando uma planta por 

vaso. As plântulas foram mantidas em casa de vegetação com temperatura 

programada de 28±2°C.  

O estresse foi aplicado quando as plantas alcançaram o estágio V3 (FEHR; 

CAVINESS, 1977). A partir desse momento, as plantas foram divididas em três 

grupos, sendo um composto pela condição controle em que as plantas 

permaneceram sob condições ideais de cultivo. Outro grupo constituído pelas 

plantas sob seca e um terceiro grupo, composto pelas plantas submetidas ao 

encharcamento. Para o estresse por seca as plantas foram submetidas a suspensão 

da irrigação. Nas plantas submetidas ao encharcamento o vaso foi colocando dentro 

de outro recipiente, no qual adicionou-se água até formar uma lâmina de 5 cm acima 

do substrato.  

As plantas foram submetidas aos tratamentos permaneceram sete dias em 

condição de estresse, o qual foi confirmado através de medições da condutância 

estomática, utilizando o analisador portátil (LI-6400XT, LI-COR), até atingir o valor 

de 0,02 mol H2O m-2 s-1, considerado como valor indicativo de estresse (FLEXAS et 
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al., 2006), quando então foram realizadas as coletas do terceiro trifólio e da porção 

total da raiz (principal e secundárias) para análise de PCR em tempo real.  

 

5.3.5.2 Expressão gênica por PCR em tempo real 

 

As amostras coletadas de folha e raiz foram maceradas em nitrogênio líquido 

para extração de RNA utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Após essa etapa foi realizado o 

tratamento das amostras para remoção de DNA contaminante utilizando a enzima 

DNAse I (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA) seguindo o protocolo do fabricante, 

utilizando o RNA tratado de qualidade foi sintetizado o cDNA utilizando SuperScript 

III First Strand Synthesis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) 

seguindo protocolo do fabricante. O cDNA de alta qualidade foi utilizado para 

analisar os transcritos em cada tratamento. 

As amplificações RT-qPCR foram realizadas utilizando o kit SYBR Green 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) em um termociclador 

7300 RT-qPCR (Applied Biosystems/Life Technologies, Grand Island, New York, 

EUA) com os seguintes parâmetros de ciclagem: 50°C por 2 min; 95°C durante 10 

min; e 45 ciclos de 95°C durante 2 min, 60°C durante 30 s e 72°C durante 30s. As 

curvas padrões foram produzidas a partir de diluições seriadas de um pool de cDNA 

para estimar a eficiência da amplificação por PCR com cada par de primers. As 

concentrações dos primers foram ajustadas para atingir taxas de eficiência 

superiores a 90%. Foram utilizadas três repetições biológicas e três repetições 

técnicas. 

O desenho dos primers foi feito com o auxílio da ferramenta Primer3Plus 

(UNTERGASSER et al., 2012), seguindo os genes selecionados previamente com 

os parâmetros adequados para o RTq-PCR (Tabela 2). Os primers do 

Glyma.15G050200 (β-actina) de soja foi utilizado como endógeno em situação de 

encharcamento (NAKAYAMA et al., 2017) e o primer do Glyma.13G114700 (FYVE 

zinc finger) de soja foi utilizado para a situação de seca (MARCOLINO-GOMES et 
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al., 2015). Os dados foram rodados no Software Rest2009 (PFAFFL; HORGAN; 

DEMPFLE, 2002). 
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Tabela 5.2 – Design de Primers para RTq-PCR. Identificação, sequências de primers e eficiência de amplificação. 
 

Fonte: Próprio autor. 

 

 

 

Identificação (ID) Primer Forward Primer Reverse Eficiência (%) 

Glyma.11G121700.1 5’-TGTAGCAGCTGAGCATTTCG-3’ 5’-TGTAGCAGCTGAGCATTTCG-3’ 91.3 

Glyma.11G121800.1 5’-GCATGGGGAGAAGCTTATGA-3’ 5’-AATGCGAAACACTTCCCAAC-3’ 98.7 

Glyma.20G191200.1 5’-AGTTGGGGACAAATGGAGTG-3’ 5’-CACTTGACGGCAATAGTAGATCC-3’ 90.1 

Glyma.13G114700 (FYVE) 5’- TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTG-3’ 5’- GATCCCTCATCCATACATTTCAG-3’ 98.4 

Glyma.15G050200 (β-actina) 5’- GAGCTATGAATTGCCTGATGG-3’ 5’- CGTTTCATGAATTCCAGTAGC-3’ 97.9 

Glyma.17G164200 (LEA18) 5’- AAAGGCACAGAGTGATGAAT-3’ 5’-CTTGATGACCTTGTGTACCA-3’ 90.0 

Glyma.04G240800 (ADH) 5'-CCTGTGAGGGACTGAGTTCTCTTTC-3' 5'-ACAGCAGCAAAGGTCCTATCATTCT-3' 90.0 
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Após a realização da análise de eficiência dos primers, os níveis de 

expressão dos genes nsHb, foram analisados. A expressão dos genes alvo foi 

normalizada utilizando os genes endógeno Glyma.15G050200 (β-actina) mostrou 

adequado para uso como endógeno em situação de encharcamento (NAKAYAMA et 

al., 2017) e Glyma.13G114700 (FYVE zinc finger) de soja o qual foi analisado 

previamente como um endógeno previamente caracterizado como adequado para 

situações de seca (MARCOLINO-GOMES et al., 2015).  

Com propósito de confirmar a indução do estresse nos diferentes tratamentos, 

adicionalmente, avaliou-se a expressão dos genes Glyma.04G240800 (Alcohol 

dehydrogenase, class III/ADH), o qual é altamente expresso na condição de 

encharcamento (NAKAYAMA et al., 2017), por estar associado a rotas de 

fermentação (KOMATSU; THIBAUT; HIRAGA, 2011), e o gene Glyma.17G164200 

(Late embryogenesis abundant/LEA18), o qual é altamente expresso na condição de 

seca (ASAKURA et al., 2012; FUGANTI-PAGLIARINI et al., 2017). A expressão 

relativa foi calibrada a partir das amostras da cultivar BR16 cultivadas sob a 

condição controle. A análise da expressão gênica foi realizada usando o pacote de 

Software Rest2009 versão 2.0.13 (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). 

Para melhor compreensão, as etapas realizadas estão detalhadas em um 

fluxograma, disposto abaixo (Figura 5.1). 
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Figura 5.1 – Fluxograma das atividades realizadas, caracterizado em: Obtenção das 
sequências que continham o domínio Plant Globin em bancos de dados específicos, 
classificação das sequências pela elaboração de uma árvore filogenética e por busca em 
bancos de RNA-seq e a validação dos dados obtidos por RTq-PCR. 
 

 
 

Fonte: Próprio autor. 
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5.4 RESULTADOS 

 

5.4.1 Árvore Filogenética 

 

Um total de 70 sequências, anotadas como Plant globin, foram obtidas nos 

quatro bancos de dados públicos consultados, por meio de busca através dos 

domínios característicos de hemoglobina descritos para cada espécie e por meio de 

busca adicional através da palavra chave “Plant globin”. Foram identificadas como 

26 sequências candidatas em Arabidopsis thaliana (arabidopsis), sete sequências 

candidatas de soja, 17 sequências candidatas de Lotus japonicus e 20 sequências 

candidatas de Medicago trunculata. Após eliminar as sequências redundantes e 

confirmar a presença do domínio do domínio “Plant Globin” no banco de dados 

Prosite, foram confirmadas 27 sequencias de hemoglobinas, sendo duas em 

arabidopsis, sete em soja, sete em Lotus japonicus e 11 em Medicago trunculata. 

(Apêndice A).  

A partir da construção da árvore filogenética (Figura 5.2), considerou-se a 

formação de três subgrupos principais. O subgrupo S01, contendo majoritariamente 

sequências de leghemoglobina de Medicago trunculata e Lotus japonicus. O 

subgrupo S02 que agrupou todas as sequências consideradas hemoglobinas não 

simbiontes, de todas as espécies estudas nesse trabalho. Cabe destacar que as 

duas sequências de nsHb-1 de soja diferem apenas por um aminoácido, sendo o 

gene Glyma.11G121800.1 possui uma serina e o gene Glyma.11G121700.1 possui 

no mesmo local uma alanina. Por fim, o subgrupo S03 foi composto somente por 

leghemoglobinas de soja, e a sequência Lj5g3v1699120.1, a qual foi considerada 

mais divergente das outras sequências. 

A partir da sequência consenso do domínio estabelecida no MEME (Figura 

5.3), foi possível observar a alta similaridade entre as sequências, principalmente 

entre aquelas estabelecidas em um mesmo subgrupo. Deste modo, é possível inferir 

que possivelmente toda sequência classificada em um mesmo grupo pode 

potencialmente desempenhar um papel similar. A classificação e organização da 

árvore filogenética do presente trabalho poderão ser utilizadas como um guia em 
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futuros trabalhos para classificar novas sequências de plant globin e indicar funções 

putativas. É possível constatar que a sequência mais distante é a de Lotus japonicus 

Lj5g3v1699120.1, e que entre os subgrupos a divergência entre os aminoácidos foi 

de 1-3 aminoácidos. 

 

Figura 5.2 – Árvore filogenética que demonstra a relação entre as sequências de 
leghemoglobina e hemoglobina não simbionte selecionadas A) árvore filogenética obtida 
através do MEGA; B) Alinhamento dos motivos obtidos no MEME; C) identificação dos 
subgrupos. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 5.3 – Sequência consenso do domínio de Plant globin em soja, Arabidopsis thaliana, 
Lotus japonicus e Medicago trunculata. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5.4.2 Análise dos Bancos de RNA-Seq 

 

Conforme observado nos dados da Tabela 5.3, foi possível constatar que na 

condição de hipóxia três genes foram diferencialmente expressos, sendo esses 

Glyma.11G121700.1, Glyma.11G121800.1 e Glyma.20G191200.1. Porém, houve 

uma maior indução de dois genes: Glyma.11G121700.1 e Glyma.11G121800.1. A 

expressão variou em função do tempo de duração do estresse e também em função 

do genótipo.  

Na biblioteca de hipóxia (Tabela 5.3) o gene Glyma.11G121700.1 apresentou 

maior expressão nos tempos de 4 horas em ambos genótipos, com fold-change de 

19.20 na BR4 e 26.34 na Embrapa 45. O gene Glyma.11G121800.1 apresentou 

maior expressão que os outros genes, sendo os maiores níveis na BR4 em 4 horas 

com fold-change de 67.97 e em 28 horas obteve-se o valor de 23.11, já no genótipo 

Embrapa 45 o maior nível de expressão foi em 4 horas com fold-change de 99.86, 

sendo esse nível maior que na BR4. O gene Glyma.20G191200.1 apresentou 

somente um diminuição significativa de sua expressão na Embrapa 45 em 4 horas 

com fold-change de 13.83, sendo down-regulado.  

Na biblioteca de seca (Tabela 5.4) o gene Glyma.11G121700.1 apresentou 

expressão na raiz do genótipo Embrapa 48 em todos os tempos, sendo os valores 

up regulados com fold-change de 6.60, 8.75 e 5.40 para os tempos respectivamente, 

já na cultivar sensível, os valores de expressão foram menores. O gene 

Glyma.11G121800.1 não apresentou expressão em nenhum dos tecidos. O gene 

Glyma.20G191200.1 foi detectado em ambos os tecidos, porém, não houve indução 

da expressão desse gene em função do estresse quando comparado ao controle, 

resultado igual ao observado para os demais genes.  
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Tabela 5.3 – Dados de expressão de genes codificadores de hemoglobinas em soja. Dados provenientes de bibliotecas de RNA-seq de raiz de 
soja sob hipóxia por diferentes períodos de exposição ao estresse, em duas cultivares BR 4 (sensível) e Embrapa 45 (moderadamente 
tolerante). A: 0,5 horas; B: 4 horas; C: 28 horas de hipóxia. Valores expressos em Fold-Change. Genes diferencialmente expressos: fold-
change ≥ 2 (up), ≤ -2 (down); adj. p ≤ 0,01; RPM ≥ 9 (conjuntos de dados de controle ou de estresse).  
 

Genótipo/ 

Tratamento 

Identificação (SoyKB) 

Glyma.11G121700.1 Glyma.11G121800.1 Glyma.20G191200.1 Glyma.10G199100.1 Glyma.10G198800.1 Glyma.10G199000.1 Glyma.10G198900.1 

 Expressão (Fold-Change) 

BR4 A 1,36 3,2 -1,25 -1,25 -1,25 -1,25 -1,25 

BR4 B 19,2 67,97 -1,11 -1,11 -1,11 -1,11 -1,11 

BR4 C 7,31 23,11 -1,81 -1,81 -1,81 -1,81 -1,81 

Embrapa 45 A 3,66 4,58 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 

Embrapa 45 B 26,34 99,86 -13,73 -1,49 -1,49 -1,49 -1,49 

Embrapa 45 C 2,89 8,99 -1,01 -1,01 -1,01 -1,01 -1,01 

Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 5.4 – Dados de expressão de genes codificadores de hemoglobinas em soja. Dados provenientes de bibliotecas de RNA-seq de folha e 
raiz soja sob seca por diferentes períodos de exposição ao estresse, em duas cultivares BR16 (sensível) e Embrapa 48 (moderadamente 
tolerante). A: 25 a 50 minutos; B: 75 a 100 minutos; C: 125 a 150 minutos. Valores expressos em Fold-Change. Genes diferencialmente 
expressos: fold-change ≥ 2 (up), ≤ -2 (down); adj. p ≤ 0,01; RPM ≥ 9 (conjuntos de dados de controle ou de estresse). 
 

Genótipo/ 

Tratamento 

Identificação (SoyKB) 

Glyma.11G121700.1 Glyma.11G121800.1 Glyma.20G191200.1 Glyma.10G199100.1 Glyma.10G198800.1 Glyma.10G199000.1 Glyma.10G198900.1 

 Expressão (Fold-Change) 

 Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz 

BR16 A na -1,64 na na -1,11 1,22 -1,11 1,22 -1,11 1,22 -1,11 1,22 na na 

BR16 B na 3,44 na na -1,35 1,37 -1,35 1,37 -1,35 1,37 -1,35 1,37 na na 

BR16 C na 3,3 na na -1,39 1,1 -1,39 1,1 -1,39 1,1 -1,39 1,1 na na 

Embrapa 48 A na 6,6 na na 1,06 1,32 1,06 1,32 1,06 1,32 1,06 1,32 na na 

Embrapa 48 B na 8,75 na na -1,04 1,75 -1,04 1,75 -1,04 1,75 -1,04 1,75 na na 

Embrapa 48 C Na 5,4 na na 1,12 1,35 1,12 1,35 1,12 1,35 1,12 1,35 na na 

Fonte: Próprio autor. 
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5.4.3 Validação dos Resultados de RNA-Seq por PCR em Tempo Real 

 

Para a caracterização da expressão dos genes selecionados (Tabela 5.1) 

foram utilizados os tecidos de raiz e folha de BR16 nas condições de seca e 

encharcamento, sendo a condição controle utilizada como calibrador. Inicialmente 

confirmou-se a eficiência da indução do estresse por meio da avaliação de genes 

estresse responsivos, tanto para o encharcamento (ADH) como a seca (LEA18). O 

gene Glyma.17G164200 que codifica a LEA18 (proteínas abundantes na 

embriogense tardia/LEA18) apresentou alta expressão sob seca, tanto no tecido de 

folha como em raiz (Figura 5.4A e Figura 5.4B). Já para o gene Glyma.04G240800 

que codifica para ADH, maior nível de expressão foi observado na raiz sob 

encharcamento (Figura 5.4B).  

Com relação aos genes codificadores das hemoglobinas (Figura 5.5A e 

Figura 5.5B) na condição de encharcamento, foi significativa a alteração na 

expressão dos genes Glyma.11G121700.1 e o Glyma.11G121800.1, sendo que os 

resultados variaram conforme o tecido. Nas folhas (Figura 5.5A), esses genes 

apareceram como down regulados enquanto nas raízes (Figura 5.5B), ambos os 

genes foram up regulados. A maior expressão foi observada para o 

Glyma.11G121800.1, com aumento de mais de 16,61 vezes em relação ao 

tratamento controle.  

 Já em condição de seca, os resultados foram significativos, sendo up 

regulados para o gene Glyma.11G121700.1 em folhas (Figura 5.5A) e raízes (Figura 

5.5B) e para o gene Glyma.11G121800.1 apenas em raízes. O gene 

Glyma.20G191200.1 não foi significativo em nenhuma das condições ou tecidos 

testados.  
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Figura 5.4 – Expressão relativa (fold-change) dos genes LEA18 e ADH por RTq-PCR em 
soja. Expressão dos genes Glyma.17G164200 (LEA18) e Glyma.04G240800 (ADH) em 
plantas de soja da cultivar BR16 submetidas as condições de estresse por encharcamento e 
seca em tecido de folha (A) e raiz (B). A calibração foi realizada pelas plantas na condição 
controle. * Indicam resultados significativos p<0.05, conforme calculado por Rest2009 
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 5.5 – Expressão relativa (fold-change) dos genes de hemoglobina não simbiótica por 
RTq-PCR em soja. A expressão de Glyma.11G121700.1, Glyma.11G121800.1 e 
Glyma.20G191200.1 em plantas de soja da cultivar BR16 submetidas as condições de 
estresse por encharcamento e seca em tecido de folha (A) e raiz (B). A calibração foi 
realizada pelas plantas na condição controle. * Indicam resultados significativos p<0.05, 
conforme calculado por Rest2009 (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5.5 DISCUSSÃO  

 

Para esclarecer a relação entre o gene nsHb-1 de soja com outras 

sequências de hemoglobinas foi gerada uma árvore filogenética (Figura 5.2). Apesar 

da revisão de Garrocho-Villegas, Gopalasubramaniam e Arredondo-Peter (2007) 

trazer em uma árvore filogenética com informações que foram observadas até a 

última década, sobre as classes de hemoglobinas e seus aspectos evolutivos, em 

várias espécies de plantas. Entretanto, pouco foi efetivamente explorado quando se 

trata de leguminosas. 

A análise das sequências obtidas na ferramenta Prosite, combinada com 

inspeção manual após alinhamento no MEGA, permitiu a identificação de um total de 

27 sequências contendo o domínio Plant globin nas espécies analisadas no presente 

estudo. Trabalhos anteriores já apontaram a presença da sequência de nsHb em 

soja (ANDERSSON et al., 1996), Arabidopsis thaliana (TREVASKIS et al., 1997; 

WATTS et al., 2001), Medicago trunculata (SEREGÉLYE et al., 2000) e Lotus 

Japonicus (SATO et al., 2001; UCHIUMI et al., 2002), entretanto esses estudos não 

apresentavam uma caracterização detalhada desses genes.  

Neste trabalho todas as sequências de nsHb foram agrupadas no subgrupo 

S02, demonstrando sua semelhança, o que corrobora com estudos prévios como o 

de Arredondo-Peter et al. (1998) e de Strozycki, Karlowski e Dessaux (2000), os 

quais relataram a proximidade da AHb1 (hemoglobina não simbionte de Arabidopsis) 

com a nsHb-1 de soja. 

O subgrupo S01 e S03, para leghemoglobinas de Medicago trunculata, Lotus 

japonicus e soja, respectivamente, são semelhantes ao encontrado no trabalho de 

Kawashima et al. (2001), no qual foram classificadas as leghemoglobinas. As 

leghemoglobinas são evolutivamente diferentes das nsHbs, e podem ser 

diferenciadas através de suas funções distintas (GUPTA et al., 2011). No estudo de 

Riquelme e Hinrichsen (2015), também observou-se formação de diferentes 

subgrupos entre as leghemoglobinas e as nsHbs. 

A partir dos resultados da sequência consenso do MEME (Figura 5.3), é 

possível afirmar que as sequências de soja, Glyma.11G121700.1 e 
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Glyma.11G121800.1, possuem a função de nsHb-1, visto que seu agrupamento se 

deu com genes de outras espécies que possuem essa mesma classificação. 

Adicionalmente, os resultados mostram que as sequencias desses dois genes de 

soja diferem em apenas um aminoácido. A sequência que apresentou maior 

diferença nesse subgrupo é caracterizada como uma hemoglobina não simbionte de 

classe 2 de A. thaliana, sendo que essa classe age como um transportador de 

oxigênio e não é induzida em situações de baixa concentração de O2 (SPYRAKIS et 

al., 2011).  

Os genes de soja identificados por meio das ferramentas de bioinformática 

tiveram sua expressão avaliada a partir de bibliotecas de RNA-seq de soja sob 

hipóxia, simulando encharcamento e seca. Embora todos os genes tenham sido 

encontrados nas bibliotecas estudadas, apenas os genes classificados como nsHb e 

um gene da leghemoglobina apresentaram expressão diferencial nas condições de 

estresse. 

Nas bibliotecas de hipóxia, o gene nsHb-1 Glyma.11G121800.1, apresentou-

se significativamente up regulado, concordando com estudos prévios realizados por 

Nakayama et al. (2017), que já relatavam a alta associação desse gene com as 

respostas a hipóxia em soja. O segundo gene classificado no presente estudo como 

nsHb-1, Glyma.11G121700.1, anotado como uma hemoglobina não simbionte de 

classe 1-like, também teve uma alteração importante, principalmente na cultivar 

Embrapa 45, considerada moderadamente tolerante ao estresse, chegando a um 

aumento aproximado de 9 vezes nos valores de expressão no tratamento hipóxia em 

comparação ao controle. 

Já o gene Glyma.20G191200.1, classificado como leghemoglobina, foi 

alterado em apenas um dos tratamentos testados (Embrapa 45 – 4 horas), sendo 

down regulado. A fixação de nitrogênio nas plantas é significativamente afetada pelo 

encharcamento ou por exposição das raízes a uma atmosfera com baixa 

concentração de O2 (hipóxia) (WITTY et al., 1987), pois esse evento ocorre através 

da simbiose entre leguminosas e rizóbios, (DAKORA; ATKINS, 1991), sendo 

necessária a presença de O2 para que ocorra a respiração que gera a energia que 

será utilizada na FBN (AMARANTE; SODEK, 2006). A concentração de O2 dentro 
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dos nódulos é controlada pela planta graças a uma barreira à difusão do O2 

(MINCHIN, 1997) e pela presença da leghemoglobina, uma nodulina encontrada em 

altas concentrações no citoplasma de células de nódulos (APPLEBY, 1984). A 

leghemoglobina tem papel crucial neste processo, pois atua ao ligar-se ao oxigênio 

(APPLEBY, 1984; LUCIŃSKI; POLCYN; RATAJCZAK, 2002), sendo assim, a down 

regulação do Glyma.20G191200.1 (Tabela 5.4) pode se dar pelo fato de que durante 

o encharcamento há baixa concentração de oxigênio sendo difundido nos tecidos, 

não havendo pretexto para expressão da proteína. 

Os genes que apresentaram expressão diferencial nas bibliotecas de RNA-

seq foram validados por PCR em tempo real, em um ensaio conduzido com soja, 

sob os estresses de encharcamento e seca. Os dados da validação por meio de 

PCR em tempo real corroboram com os resultados das bibliotecas de RNA-seq. Em 

condição de encharcamento comparado a condição controle, observou-se que o 

Glyma.11G121800.1 foi fortemente expresso nas raízes submetidas ao estresse. 

Esse gene classificado como uma nsHb-1 foi mais fortemente induzido sob 

encharcamento, com expressão 16,61 vezes maior que o controle, seguido pelo 

Glyma.11G121700.1, o qual foi expresso 4,513 vezes mais que o controle. Já para o 

Glyma.20G191200.1 não houve diferença em relação ao controle.  

Na folha, o padrão de expressão desses genes em condição de estresse por 

encharcamento diferiu do observado em raízes, sendo que ambos os genes, 

Glyma.11G121700.1 e Glyma.11G121800.1, foram levemente down regulados, 

enquanto que o gene Glyma.20G191200.1 não apresentou diferença significativa em 

comparação ao controle. A maior presença desses genes na raiz é explicada pelo 

fato de que os estresses abióticos relacionados com a disponibilidade hídrica do solo 

afetam principalmente raízes (DAVIES; WILKINSON; LOVEYS, 2002; WILKINSON; 

DAVIES, 2002), particularmente o estresse por encharcamento (OH; KOMATSU, 

2015). O qual promove a ativação de mecanismos associados a hipóxia, como 

iniciar rotas fermentativas para obtenção de energia (BORELLA et al., 2014), 

redução da permeabilidade da raiz, a absorção de água e absorção mineral, seguida 

pela diminuição da fotossíntese (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997). Sob estresse de 

encharcamento, aumento dos níveis de nsHb-1 melhoram o estado redox e energia 
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(IGAMBERDIEV et al., 2005), eliminando NO (DORDAS; RIVOAL; HILL, 2003; 

PERAZZOLLI et al., 2004) e regenerando NAD(P)+ (DORDAS et al., 2003).  

Já na biblioteca de seca, nos dados de RNA-seq não foram observadas 

diferenças de expressão dos genes no tecido de folha. Nas raízes o gene 

Glyma.11G121700.1, foi induzido pelo estresse principalmente na cultivar 

considerada como mais tolerante. Nos dados de PCR em tempo real sob seca, o 

Glyma.11G121700.1 também foi o que apresentou melhor desempenho, sendo up 

regulado em folhas, expressando 1,66 vezes mais que o controle e em raízes, onde 

apresentou 2,35 vezes maior expressão em relação ao controle.  

Dessa forma, os resultados combinados das bibliotecas de RNA-seq e de 

PCR em tempo real mostram que o gene Glyma.11G121800.1 destaca-se na 

condição de encharcamento, enquanto que o Glyma.11G121700.1 foi o que 

apresentou maior alteração na expressão sob condição de seca. Esses resultados 

divergentes entre os dois genes, apesar de serem do mesmo subgrupo (S02) na 

árvore filogenética, podem ser explicados pela diferença de um aminoácido na 

sequência do domínio (Figura 5.2 e Figura 5.3).  

Os resultado para os dois genes de nsHb-1 de soja diferem do que acontece 

com as demais leghemoglobinas, como no caso a que foi estudada 

Glyma.20G191200.1, que não alterou o padrão de expressão em resposta ao 

estresse, e igualmente demonstrou baixos níveis de expressão nas bibliotecas de 

RNA-seq. Esse resultado corrobora com a disposição desse gene na árvore 

filogenética, visto que ele não é pertencente ao mesmo subgrupo das nsHbs (Figura 

5.2). As leghemoglobinas estão associadas a outras funções como fixação de 

nitrogênio (BECANA et al., 1994), sendo produzida na planta através de uma 

associação simbiótica da planta com bactérias (SINGH; VARMA, 2017). Durante o 

processo de fixação biológica de nitrogênio a enzima nitrogenase metaloenzima, 

responsável pela conversão de nitrogênio (N2) para amônio (NH4), não pode ser 

exposta ao oxigênio, pois a mesma é inativada. No entanto, as bactérias requerem 

oxigênio para a respiração, o qual é fornecido pelas leghemoglobina (BECANA; 

KLUCAS, 1992). 
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Os resultados obtidos contribuem para um melhor entendimento da 

caracterização da resposta dos genes nsHb-1 em soja durante o encharcamento e a 

seca nos tecidos de folha e raiz, visto que os dados sobre esses genes em soja são 

escassos. Esses dados também podem auxiliar em pesquisas futuras de engenharia 

genética para a obtenção de plantas tolerantes aos estresses abióticos. 

 

5.6 CONCLUSÕES 

 

Nesse estudo foram identificados sete genes de hemoglobina em soja, sendo 

dois classificados como nsHb-1 e cinco classificados como leghemoglobinas.  

Observou-se uma alta conservação entre os genes de nsHb-1 de soja com as 

demais espécies (Arabidopsis thaliana, Medicago trunculata e Lotus Japonicus) 

investigadas nesse estudo 

Ambos os genes da nsHb-1 de soja identificados estão estreitamente 

relacionados estresses abióticos, mostrando que o Glyma.11G121800.1 é mais 

expresso no estresse por encharcamento e Glyma.11G121700.1 é expresso em 

ambas condições de estresse, sendo mais significativo na seca.  

Apesar da semelhança do Glyma.20G191200.1 com os demais, o mesmo 

caracteriza-se como uma leghemoglobina, apresentando um perfil de expressão que 

não foi induzido pelos estresses de encharcamento e seca. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos até o presente momento indicam que o evento AtAREB1 

1Ea2939 apresentou desempenho superior em comparação ao background 

convencional sob condição de encharcamento, apresentando resultados superiores 

nas variáveis fisiológicas, mantendo sob estresse maior fotossíntese, maior 

eficiência intrínseca no uso da água e maior eficiência intrínseca de carboxilação em 

comparação a cultivar convencional e sugerindo um controle mais eficiente no 

balanço das ROS. Nas avaliações moleculares de expressão, a linhagem GM 

apresentou menor ativação de genes do metabolismo fermentativo e da produção de 

alanina, sugerindo que nessa linhagem o estresse ocorreu de forma menos intensa. 

Além de apresentar uma recuperação eficiente após o estresse, permitindo que se 

recuperasse completamente até o reprodutivo.  

Esses resultados contribuem para caracterização do gene AtAREB1 como um 

TF que pode atuar em vias de sinalização cruzada, contribuindo para a tolerância 

aos estresses por encharcamento e seca. 

Através da busca em banco de dados, dados de RNA-seq e RTq-PCR 

caracterizou-se os genes da hemoglobina não simbionte de classe 1 de soja. O gene 

Glyma.11G121800.1 foi mais expresso na condição de encharcamento, sendo 

expresso 16,61 vezes mais que a situação controle, enquanto o gene 

Glyma.11G121700.1 foi expresso 4,513 vezes mais nas raízes durante o estresse 

por encharcamento e 1,66 vezes mais na folha e 2,35 vezes mais na raiz no 

estresse por seca. Já para o Glyma.20G191200.1 não houve diferença em relação 

ao controle. 
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APÊNDICE A – Informações sobre as sequências com domínio Plant globin. 

Anotação ID Sequência proteica Domínio Posição 

Hemoglobina não simbionte 1 - 
AHb1 

AT2G16060.1 

MESEGKIVTFEEQEALVVKSWSVMKKNSAELGLKLFIKIF
EIAPTTKKMFSFLRDSPIPAEQNPKLKPHAMSVFVMCCE
SAVQLRKTGKVTVRETTLKRLGASHSKYGVVDEHFEVAK
YALLETIKEAVPEMWSPEMKVAWGQAYDHLVAAIKAE

MNLSN 

NPkLkpHAmsvF 63-74 

Hemoglobina não simbionte 2 - 
AHb2 

AT3G10520.1 

MGEIGTFEKQEALVKESWEILKQDIPKYSLHFFSQILEIAP
AAKGLFSFLRDSDEVPHNNPKLKAHAVKVFKMTCETAIQ
LREEGKVVVADTTLQYLGSIHLKSGVIDPHFEVVKEALLRT

LKEGLGEKYNEEVEGAWSQAYDHLALAIKTEMKQEES 

NPkLkaHAvkvF 60-71 

Leghemoglobina C3 Glyma.10G198800.1 

MGATFDKQEALVSSSFEAFKTNIPQYSVVFYTSILEKAPV
AKDLFSFLANGVDPTNPKLTGHAEKLFGLVRDSAGQLKA
SGTVVIDAALGSIHAQKAITDPQFVVVKEALLKTIKEAVG

DKWSDELSSAWEVAYDELAAAIKKAF 

NPkLtgHAeklF 56-67 

Leghemoglobina pseudogene Glyma.10G198900.1 

MGATFEKQEALVNSSFEAFKANLPHHSVVFFNSILEKAP
AAKNMFSFLGDAVDPKNPKLAGHAEKLFGLVRDSAVQL
QTKGLVVADATLGPIHTQKGVTDLQFAVVKEALLKTIKEA

VGDKWSEELSNAWEVAYDEIAAAIKKAMAIGSLV 

NPkLagHAeklF 56-67 

Leghemoglobina C1 Glyma.10G199000.1 

MGATFEKQEALVSSSFEAFKANIPQYSVVFYNSILEKAPA
AKDLFSFLANGVDPTNPKLTGHAEKLFALVRDSAGQLKT
NGTVVADAALVSIHAQKAVTDPQFVVVKEALLKTIKEAV

GGNWSDELSSAWEVAYDELAAAIKKA 

NPkLtgHAeklF 56-67 
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Anotação ID Sequência proteica Domínio Posição 

Leghemoglobina A Glyma.10G199100.1 

MVATFEKQDALVSSSFEAFKANIPQYSVVFYTSILEKAPA
AKDLFSFLANGVDPTNPKLTGHAEKLFALVRDSAGQLKA
SGTVVADAALGSVHAQKAVTDPQFVVVKEALLKTIKAAV

GDKWSDELSRAWEVAYDELAAAIKKA 

NPkLtgHAeklF 56-67 

Hemoglobina não simbionte 1-like Glyma.11G121700.1 

MEGKGTFEEQEALVVKSWNEMKKNSQELGLKFFKKILEI
APAAQQLFSFLKDSTVPLEENPKLKPHAMAVFVMTCES
AVQLRKAGKVTVRESNLKRLGATHFKAGVAAEHFEVTKL
ALLETIKEAVPEMWSPAMKNAWEEAHDQLAEAIKSEM

KPSD 

NPkLkpHAmavF 60-71 

Hemoglobina não simbionte 1  Glyma.11G121800.1 

MTTTLERGFSEEQEALVVKSWNVMKKNSGELGLKFFLKI
FEIAPSAQKLFSFLRDSTVPLEQNPKLKPHAVSVFVMTCD
SAVQLRKAGKVTVRESNLKKLGATHFRTGVANEHFEVTK
FALLETIKEAVPEMWSPAMKNAWGEAYDQLVDAIKSE

MKPPSS 

NPkLkaHAvkvF 60-71 

Leghemoglobina C2 Glyma.20G191200.1 

MGATFEKQEALVSSSFEAFKANIPQYSVVFYTSILEKAPA
AKDLFSFLSNGVDPSNPKLTGHAEKLFGLVRDSAGQLKA
NGTVVADAALGSIHAQKAITDPQFVVVKEALLKTIKEAV

GDKWSDELSSAWEVAYDELAAAIKKAF 

NPkLtgHAeklF 56-67 

Hemoglobina não simbionte - LjHb1 Lj3g3v3338170.1 

MSTLGSTCTFEEQEALVVKSWSVMKKNSAELGLKLFLKIF
EIAPSAQKLFSFLRDSKVPLEENPKLKPHAMSVFVMACES
AAQLRKAGKVTVRESTLKKLGATHYKYGVVNEHFEVTKF
ALLDTIKEAVPEMWSPEMKNAWTQAYDQLVGAIKSEM

KPSSS 

NPkLkpHAmsvF  63-74 
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Hemoglobina não simbionte - LjHb2 Lj4g3v0353430.1 

MAENTTTIATFEEQEALVVKSWNAMKKDSAELSFKFFSR
ILEIAPPAKQLFSFLRDSEVPLDQNPKLKPHAMSVFLMTC
ESAAQLRKEGKVTVRESNLKKLGATHFKKGVIPEHFEVTK
QALLDTIKEAVPELWSLELKDAWAIAHDQLASAIIAEMK

PES 

NPkLkpHAmsvF 64-75 

Hemoglobina não simbionte - LjHb1 Lj4g3v0353440.1 

MSTLGSTCTFEEQEALVVKSWSVMKKNSAELGLKLFLRIF
EIAPSAQKLFSFLRDSKVPLEENPKLKPHAMSVFVMTCES
AAQLRKAGKVTVRESTLKKLGATHYKYGVVNEHFEVTKF
ALLDTIKEAVPEMWSPEMKNAWTQAYDQLVGAIKSEM

KPSSS 

NPkLkpHAmsvF  63-74 

Leghemoglobina - LjLb2 Lj5g3v0035290.1 

MGTFAQQDALVGSSYEAFKQNLPSNSVLFYTLILEKAPA
AKDMFSFLKASGPTHSPQLQAHAEKVFGLARDAAAQLL
AKGEVTLADASLGAVHVQKAVADPHFAVVKEALLKTVQ

AAVGDKWSEELSTAWGVAYDGLAAAIK 

SPqLqaHAekvF 55-66 

Leghemoglobina - LjLb3 Lj5g3v0465970.1 

MGTFAQQEALVGSSYETFKKNLPTNSVLFYTGILEIAPTA
KDMFSFLKESGPKHSPQLQAHAEKVFALTRDAATQLVA
KGEVTLADASLGAVHVQKAVTDPHFVVVKEALLQTVKE

AVGADEWSDDLSTAWEGAYDGLATAIKKA 

SPqLqaHAekvF 55-66 

Leghemoglobina-like Lj5g3v1699110.1 

MATFSEEQEALVNSSWEAFSQNIPQLSIIFYTSILEKAPEA
KAMFSFLKDSDGVPKDNLDLEAHCEKVFELARNSALQLR
AKGKVEVERIALKFLGYVHAQRRVLDPHFLVLKEALLKTL

KEAMGDKWSEEVSNAWGIAYDELAGVIKKGMS 

NLDLEAHCEKVF 56-67 
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Leghemoglobina-like Lj5g3v1699120.1 
MEDTNNKENMVPTFERQEALVETSWEAFKKNISHYSVL

FYTLFESLCGVGLIDKK 
FKKNISHYSVLF 27-39 

Leghemoglobina 2 Medtr1g011540.1 

MGTFEKQEALVNSSWELFKQNPGNSVLFYTIILEKAPAA
KGMFSFLKDTAGVQDSPKLQSHAEKVFGMVRDSAVQL
RATGGVVLGDATLGAIHIQKGVVDPHFVVVKEALLKTIKE

VSGDKWSEELSTAWEVAYDALAAAIKKAMG 

SPkLqsHAekvF 55-66 

Leghemoglobina 29 Medtr1g049330.1 

MSTFQRQEALVNSSWEAFNQNLPFYSVLFYTFILEKTPA
AKNMFSFLKDSNEVIQGNPSANAHAEMVFGMVRDAAI
QLQVKGEVVLEDNVLGVVHTQKGVADRHFMVVKEALL

KTMKEVVGDKWSEEFSVAWETAYDELAYAIKKTMI 

NPSANAHAEMVF 57-71 

Leghemoglobina 29 Medtr1g049330.1 

MSTFQRQEALVNSSWEAFNQNLPFYSVLFYTFILEKTPA
AKNMFSFLKDSNEVIQGNPSANAHAEMVFGMVRDAAI
QLQVKGEVVLEDNVLGVVHTQKGVADRHFMVVKEALL

KTMKEVVGDKWSEEFSVAWETAYDELAYAIKKTMI 

NPSANAHAEMVF 57-71 

Leghemoglobina 29 Medtr1g090820.1 

MGTFERQEALVSSSWETFNQNLPFYSVLFYTFILDKAPA
AKGMFSFLKDSNEVPQDNPSVNAHAEKVFGMVRDAAV
QLQAKGEVVLGDSTLGIVHTQKGVVGPHTFVVKEALLKT

IKEVVGDKWSEELSVAWETAYDELAVAIIKEMS 

NPsVnaHAekvF 57-68 
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Leghemoglobina Medtr5g041610.1 

MGTFENQEALVNSSWEAFKQNLPKYSVLFYTIILDKAPA
AKGMFSFLKDSAGVQDSPKLQAHAEKVFGMVRDSAVQ
LRVKGEVVLGDATLGAIHIQKGVVDPHFVVVKEALLKTIK

EVSEDKWSEELNTAWEIAYDGLASAIKKAMN 

SPkLqaHAekvF 56-67 

Leghemoglobina 1 Medtr5g066070.1 

MSTFDKQEALVNSSYEAFKQNLSGYSVFFYTVILEKAPAA
KGLFSFLKDSAGVQDSPQLQAHAEKVFGLVRDSASQLRA
TGGVVLGDAALGAIHIQKGVVDPHFVVVKEALLKTIKEA

AGDKWSEELSTAWEVAYDALATEIKKAMS 

SPqLqaHAekvF 56-67 

Leghemoglobina 1 Medtr5g080400.1 

MGTFEKQEFLVNSSWESFKQNLPGYSVLFYTIILEKAPAA
KGMFSFLKNTPEVKDSPQLQAHAEKVFQMVRDAAVQL
RATGEVVLGYTKVGAIHIQRGVVDPHFVVVKEALLKTIKE

ASGDNWSEELNTAWEIAYDELAISIKKAVKLGMIYC 

SPqLqaHAekvF 56-67 

Leghemoglobina Medtr5g080440.1 

MGTFEKQESLVNSSWESFKQNLSGYSVLFYTIILEKAPAA
KGMFSFLKDTTGVQDSPQLQAHAAKVFEMVRDSAVQL
RATGEVILGDATLGAIHIQKGVVDPHFVVVKEALLKTIKE

AAGGNWSEELSTAWEVAYDGLAASIKKSMS 

SPqLqaHAakvF 56-67 
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Leghemoglobina  Medtr5g080900.1 

MSTFEKQEALVNSSWESLKQNPGYSVLFYTIIFEKAPATK
DMLSFLKGSTGVQDSPELQAHAEQVFEMVRDSGVQLR
ATEGVVLENSTLGVVKEALLKTIKEASKDKWNEELRTAW

KVAYDALATSIKKAMS 

SPeLqaHAeqvF 55-66 

Leghemoglobina 3 Medtr5g081000.1 

MGTFEKQEALVNSSFESFKQNPGYSVLFYTIILEKAPAAK
GMFSFLKDSAGVQDSPKLQVHAGKVFGMVRDSAAQLR
ATGGVVLGDATLGAIHIQNGVVDPHFVVVKEALLKTIKES

SGDKWSEELSTAWEVAYDALATAIKKAMS 

SPkLqvHAgkvF 55-66 

Leghemoglobina Medtr5g081030.1 

MGTFENQEALVNSSWESFKQNLPGYSVFFYTTILEKAPA
AKGMFSFLKDSTGVQDSPQLQAHAEKVFGMVRDAAV
QLRATGEVVLGDATLGSIHIQKGVVDPHFVVVKEALLKTI

KEVVGDKWSEELSTSWEVAYDGLASAIKKAMS 

SPqLqaHAekvF 56-67 

 


