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A minha mae! Exemplo de coragem,
dedicacdo e fé. Que fez de nossas vidas um
milagre, pois ser mée solteira, trabalhar em
dois empregos, cuidar da casa e ainda achar
tempo para levar o filho para treinar

futebol........ ISSO E UM MILAGRE.
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RESUMO

GOMES, Wellington Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2009.
Caracterizacdo fisiologica e expressdo de genes relacionados a resisténcia ao
déficit hidrico em soja. Orientador: Aluizio Borém. Co-Orientadores: Marcelo
Ehlers Loureiro e Eveline Teixeira Caixeta.

Tolerancia a seca em plantas € uma caracteristica complexa, resultado de um
conjunto de mecanismos que trabalham para evitar ou tolerar periodos de déficit
hidrico. O estresse hidrico € um dos mais importantes fatores ambientais que induz
mudancas fisiologicas, como diminuicdo do potencial de 4gua na célula, o fechamento
dos estbmatos e 0 desenvolvimento de processos oxidativos mediante a formacdo das
especies reativas de oxigénio (EROs). As enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD) e Peroxidase (POX) sao eficientes eliminadores das EROs. Dois cultivares de
soja (BR-16 e Embrapa 48), com respostas contrastantes ao déficit hidrico, foram
estudadas com o uso da técnica de PCR em Tempo Real para identificar genes que
podem apresentar diferencas de expressdo durante periodos de seca. A caracterizagdo
fisiologia dos genotipos demonstrou diferencas significativas entre eles. Houve aumento
consideravel na peroxidacdo de lipidios no genotipo sensivel, enquanto que, no
tolerante, a quantidade de MDA (aldeido malénico formado) foi significativamente
igual ao controle irrigado. O aumento da atividade das enzimas antioxidativas, SOD e
POX, foi significativo apenas no gendtipo suscetivel, nos potenciais hidricos de -
1,5MPa, para a a primeira e -3,0MPa para a segunda. O genétipo BR-16, quando
submetido ao estresse hidrico, demonstrou aumento de expressdo génica para 0S genes
OST1, SnRK2.2 e SnRK2.3. Em contrapartida, o gen6tipo Embrapa 48 ndo demonstrou
alterac@o nos niveis de expressao para nenhum dos quatro genes testados. A tolerancia
do gendtipo Embrapa 48 ndo se relaciona a expressao dos genes, hem tao pouco com o
aumento da atividade de enzimas antioxidativas, aqui analisados. Isso indica a
necessidade de compreendermos melhor os processos bioquimicos, fisiolégicos e
moleculares envolvidos na tolerancia desse gendtipo ao déficit hidrico. O estudo da
expressao desses genes e a identificacdo dos genes responsaveis pelo aumento da
tolerancia no gendtipo Embrapa 48, poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento visando a obtenc¢do de plantas tolerantes ao déficit hidrico.



ABSTRACT

GOMES, Wellington Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of 2009.
Physiological characterization and expression of genes related to the resistance
to the hidrico deficit in soy. Adviser: Aluizio Borém. Co-Advisers: Marcelo Ehlers
Loureiro and Eveline Teixeira Caixeta.

Drought tolerance in plants is a complex trait, the result of a set of mechanisms
that work to prevent or tolerate periods of drought. Water stress is one of the most
important environmental factors that induce physiological changes, such as reduced
water potential in the cell, stomatal closure and the development of oxidative processes
by the formation of reactive oxygen species (EROs). The antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POX) are efficient suppressors of ROS.
Two soybean cultivars (BR-16 and Embrapa 48), with contrasting responses to water
stress were studied using the technique of Real-Time PCR to identify genes that may
exhibit differences in expression during periods of drought. Physiological
characterization of the genotypes showed significant differences between them. There
was considerable increase in lipid peroxidation in the sensitiven genotype, while in the
tolerant, the amount of MDA (formed malonic aldehyde) was significantly equal to
control irrigation. The increased activity of antioxidant enzymes, SOD and POX, was
significant only in the susceptible genotype, on the potentials of -1.5 MPa for a first and
-3.0 MPa for the second. The genotype BR-16, when subjected to water stress, showed
increased gene expression for genes OST1, SnRK2.2 and SnRK2.3. In contrast, the
genotype Embrapa 48 showed no change in expression levels for any of the four genes
tested. The tolerance of the genotype Embrapa 48 is not related to gene expression, nor
with the increased activity of antioxidant enzymes, analyzed here. This indicates the
need to better understand the biochemical processes, physiological and molecular
processes involved in tolerance of this genotype to water deficit. The study of
expression of these genes and identification of genes responsible for increased tolerance
in the genotype Embrapa 48 may be used in breeding programs aimed at obtaining

plants tolerant to drought.



1. INTRODUCAO

Originaria de clima temperado, a soja Glycine max (L.) Merrill, apresenta ampla
adaptacio aos climas subtropicais e tropicais. E considerada uma das mais importantes
leguminosas no mundo; cultivada em 21.334 milhdes de hectares na safra 07/08, e com
uma produgdao de 60,051 milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2008), o Brasil ¢ atualmente o primeiro no ranking em
termos de exportacdo de soja e o segundo maior produtor mundial, com a perspectiva de se
tornar o primeiro em poucos anos (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2008).

A cultura da soja ¢ afetada por fatores bidticos e abidticos. Perdas causadas por
estresses abidticos, como a seca, causam em média mais de 50% das perdas mundiais,
enquanto que prejuizos causados por estresses bidticos reduzem em média de 10 a 20% da
produtividade das culturas (BRAY, 2004). A ocorréncia de adversidades climaticas cada
vez mais freqiientes e intensas tem representado um sério problema a produgdo agricola. A
disponibilidade hidrica, bastante varidvel em termos espacial e temporal, constitui-se no
principal limitante a obten¢do de rendimentos mais proximos ao maximo potencial
produtivo. Para os produtores, o desafio ¢ entdo produzir mais com o dado suprimento de
agua, possivelmente limitado (PASSIOURA, 2007).

Compreender como as plantas respondem ao déficit hidrico e os mecanismos de
tolerancia sdo de importancia fundamental para predizer os impactos na produgdo das
culturas e constitui-se atualmente em um dos maiores topicos de pesquisa (ATKIN;
MACHEREL, 2008; BARTELS; SUNKAR, 2005). Logo, a fisiologia do estresse em
plantas estda aumento sua importancia e ganhando atengdo em todo o mundo,
principalmente devido as mudangas climaticas globais (SHAO et al., 2007).

A série de respostas (mudangas) causada pela seca nas plantas ¢ de ordem
fisioldgica, bioquimica, morfologica e molecular (LEI; TONG; SHENGYAN, 2006;
WANG et al., 2001), por alteracdes em seu metabolismo, crescimento ¢ desenvolvimento
(BARTELS; SUNKARS, 2005). Quando a regulagem por meios dessas respostas ¢
inadequada, e o metabolismo ndo se ajusta para a manuten¢do das funcdes, danos e
eventual morte podem resultar (LAWLOR, 2002).

Durante a seca a disponibilidade hidrica do solo diminui e o continum solo-planta-

atmosfera pode ser perdido (VASELLATI et al., 2001). A planta, portanto, fecha seus
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estomatos para prevenir perdas de agua (STUHFAUTH; SCHEUERMANN, FOCK, 1990;
OHASHI et al, 2006). Ao pequeno decréscimo no potencial hidrico da planta entao, resulta
primeiramente na queda da condutancia estomatica (Gs) mesmo sob condi¢des hidricas
favoraveis, devido a sinalizagdo por parte das raizes para as partes aéreas (LEI; TONG,
SHENGYAN, 2006). O fechamento estomatico, limitando a difusdo de CO, dos
intercelulares para dentro do cloroplasto durante a seca, se d4 em resposta ao aumento do
fitormonio acido abscisico (ABA) nessas condi¢des (CORNIC, 2000; LIMA et al., 2002).
Essa percepgdo por parte das raizes do secamento do solo promove um acumulo de acido
abscisico (ABA) nesse orgao, que ¢ redistribuido nos tecidos da planta via xilema, agindo
como um sinalizador quimico para o fechamento dos estdmatos e induzindo a expressao de
genes relacionados ao estresse (LIU; JENSEN; ANDERSEN, 2005; SEKI et al ., 2007).

A limitagdo da fotossintese, que reduz o consumo de elétrons liberados da agua,
causa o excesso de energia e se o estado excitado da clorofila ndo for rapidamente
dissipado pela transferéncia de elétron ou fotoquimica, ela pode reagir com o oxigénio,
formando as chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species), que incluem o singleto (*O,), 4nions radicais de superéxidos (O2™) radicais
hidroxilas (OH") e perdxidos de hidrogénio (H,O,) (APEL; HIRT, 2004; BARTLES, 2001;
CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; SMIRNOFF; BRYANT, 1999; ASADA, 1999). A
producdo de ROS pode iniciar o processo de peroxidacao lipidica nas membranas celulares,
formando hidroperéxidos de lipideos, um dos eventos mais significativos do estresse
oxidativo, pois causa a diminuicao da fluidez, modificagdes de permeabilidade idnica e de
outras fung¢des associadas as membranas (QUEIROZ et al., 1998).

Os mecanismos enzimaticos de defesa contra ROS em plantas incluem superdxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX) e catalase
(CAT). SOD age como uma primeira defesa contra EROs, dismutando o superdxido para
H,0,. APX, GPX e CAT subseqiientemente detoxificam HO,. A enzima peroxidase
(POX) atua na eliminac¢ao do peroxido de hidrogénio Em contraste a CAT, APX requer um
sistema de regeneracdo de ascorbato e glutationa. Destoxificagdo de H,O, para H,O pela
APX ocorre pela oxidacdo do ascorbato a producdo de aldeido malénico (MDA), o qual
pode ser regenerado pela MDA redutase (MDAR) usando NAD(P)H como equivalentes
redutores. MDA pode espontaneamente dismutar a deidroascorbato. (APEL E HIRT, 2004).



A identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca em plantas
sdo cruciais para o desenvolvimento de novas cultivares de soja mais resistentes ao déficit
hidrico. A expressao diferencial de genes ainda ndo identificados em genotipos tolerantes
pode ser usada para o estudo desses mecanismos de tolerancia (SHINOZAKI E
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996, 1997).

Viarias familias de cinases podem afetar a resposta ao ABA (LEUNG et al, 1994,
1997; MEYER et al, 1994; LI E ASSMANN, 1996; SHEEN, 1998; MORI E MUTO, 1997;
RODRIGUEZ et al, 1998; MUNNIK et al, 1999; ICHIMURA et al, 2000; LI et al, 2000;
MIKOLAJCZYK et al, 2000). Nos eucariotos, as proteinas cinases estdo envolvidas em
aspectos chaves que envolvem fungdes celulares como divisdo, metabolismo e respostas a
sinais externos. (GRIBSKOV, 1996). Algumas cinases da familia SnRK (SNF1 related
kinases), tem sido identificadas, em Arabidopsis thaliana, como participantes nas rotas de
sinalizagdo da resposta a seca, ¢ podem estar envolvidas na ativacdo de fatores
transcricionais na resposta ao ABA (MUSTILI et al, 2002; YOSHIDA et al, 2002; GUO et
al, 2002). Esta familia pode ser divida em trés grupos génicos, SnRK 1, 2 e 3.

Baseado na ativagdo por ABA, a SnRK2 pode ser dividida em dois subgrupos: Um
grupo composto por cinases ativadas por ABA e hiperosmose acentuado que inclui SnRK2-
2, SnRK2-3, SnRK2-7, e SnRK2-8 e outro que ¢ composto por cinases ativadas apenas pela
hiperosmose, que incluem SnRK2-1, SnRK2-4, SnRK2-5, ¢ SnRK2-10. Além disso, o gene
SnRK2-6/SnRK2-E/OST1 demonstra ser ativado por uma via sinalizagdo ABA-
dependente, conduzindo ao fechamento estomatal (MUSTILLI et al, 2002; YOSHIDA et al,
2002), o que sugere que SnRK2-6 também esteja envolvido em uma via osmotica ABA-
dependente. Poucos dados estdo disponiveis em outros grupos de proteinas relacionadas a
SNF1-cinases (SnRK2) presentes apenas em plantas (HRABAK et al, 2000); onde a
proteina SnRK2-E / SnRK2-6 ¢ ativada por desidratacao (YOSHIDA et al, 2002).

Em Arabidospsis, o dominio regulatorio C-terminal de SnRK2.6/OST1 ¢ requerido
para a sinalizacdo do ABA e ao estresse osmotico. O dominio C-terminal ¢ funcionalmente
dividido em dois dominios, I e II. O dominio II ¢ requerido apenas para ativacio ABA-
dependente da SnRK2.6/OST1 e tem um papel critico no controle do fechamento
estomatico. Por outro lado, o dominio I é responsavel pela ativagdo ABA-independente.

Diversas técnicas foram desenvolvidas para avaliar a expressao de genes em tecidos

e células. Dentre esses métodos, a RT-PCR é um dos mais sensiveis e versateis. Esta



técnica pode ser usada para determinar a presenga ou auséncia de transcritos, para estimar o
nivel de expressdo e para clonar produtos de cDNA sem a necessidade da construcdo e
selegdo de bibliotecas de cDNA (SAMBROOK, 2001), e em particular, no caso de
proteinas codificadas por familias multigénicas (ORSEL, et al., 2002).

A RT-PCR, em teoria, ¢ capaz de detectar a presenca de uma unica copia de uma
seqiiéncia na amostra de RNAm. Na pratica, no entanto, este nivel de sensibilidade esta
fora de alcance principalmente devido a ineficiéncia inerentes a primeira fase da técnica, a
conversao do RNA em cDNA (SAMBROOK, 2001). Assim, o PCR em Tempo Real torna-
se uma ferramenta simples e de grande utilidade para estudos de expressdo génica,
possibilitando verificar ndo s6 a presenga de transcritos como também fornecer dados do
nivel de expressao relativa do gene.

O objetivo deste trabalho foi analisar o nivel de expressdo de alguns genes da
segunda familia de cinases de SnRKs, envolvidos na tolerancia a deficiéncia hidrica, em
dois genotipos de soja, utilizando a técnica de PCR em tempo real. Adicionalmente, avaliar
o déficit hidrico como agente de estresse oxidativo através da determinagdo dos niveis de

peroxidacao lipidica e da atividade de enzimas antioxidantes.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Genético e Delineamento Experimental

A escolha dos genétipos de soja foi baseada em resultados de experimentos
anteriores, em que se constatou que os cultivares de soja Embrapa 48 (FARIAS et al.,
1999; NEUMAIER et al., 2001; OYA et al., 2004; TEIXEIRA et, al., 2008) ¢ BR-16
(NEPOMUCENO et al., 1994, NEUMAIER E NEPOMUCENO, 1994; FARIAS et al.,
1995; NEUMALIER et al., 1995; 1997; 2001), apresentavam respostas contrastantes quando
submetidos a periodos de déficit hidrico. A cultivar BR-48 ¢ uma cultivar convencional
com alto potencial e boa estabilidade produtiva. Possui boa ramificagdo lateral e tolerancia
a seca na fase de planta adulta, enquanto que a BR-16, também um cultivar convencional,
mostra-se bastante sensivel a deficiéncia hidrica.

A semeadura do experimento foi realizada em vasos de PVC, em casa-de-
vegetacdo. Foram utilizados 6,5 kg de substrato/vaso com a composicdo de 50%
vermiculita e 50% de areia grossa lavada. Para indugdo do déficit hidrico, as plantas foram
submetidas a trés niveis de potencial hidrico (yma): -3,0Mpa, -1,5Mpa e -0,5Mpa,
correspondendo aos tratamentos estressado, pouco estressado e ndo estressado (irrigado),
respectivamente. Esses valores foram mantidos por meio de controle diario da pressao
osmotica. No interior da casa-de-vegetagdo, a temperatura foi mantida entre 23 e 28°C sem
controle de umidade relativa do ambiente e do fotoperiodo. O experimento foi instalado
segundo um delineamento em blocos inteiramente casualizados em esquema fatorial 3x2.
Da semeadura até a imposi¢do ao estresse, foram gastos 33 dias e as coletas das folhas

foram feitas 7 e 10 dias ap6s a condicao de déficit hidrico.

2.2 Caracterizac¢ao Fisiologica

2.2.1 Peroxidacio Lipidica - Espécies Reativas de Oxigénio

A peroxidacdo lipidica foi quantificada através da determinagdo de aldeido maldnico

formado (MDA), segundo protocolo de Gomes Junior, 2006 ¢ Hoedgs, 1999. Cinco discos
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foliares de 1,4cm de didmetro (250mg) foram triturados em nitrogénio liquido com
polivinilpirolidonio (PVPP) Em seguida, foi adicionado 1,3mL da solugdo de acido
tricloroacético (TCA) 0,1%. As amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 5 minutos. A
quantidade de 250uL do extrato foi adicionado 1,0mL da solucdo de TCA 20% (p/v)
contendo 0,5% (p/v) de &cido tiobarbiturico (+TBA), e como controle negativo outros
250uL do extrato foram adicionados a 1,0mL da solu¢do de TCA 20% sem 4&cido
tiobarbitarico (-TBA). As amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas a 95°C, por
30 minutos, e a reagdo foi paralisada no gelo. As amostras foram centrifugadas a 10.000xg
por 10 minutos. Foram realizadas leituras de absorbancia a 400, 532 ¢ 600nm, segundo
protocolo de Hodges et al., (1999). A concentragdo de MDA foi expressa em nmol g'1 MS,
segundo: [((A-B/157000)*10°.)%2)*2000%500)]/MS, onde: A=[((As3;+TBA)-
AgotTBA))]- [(As32 —TBA) — (Asoo “TBA)]; B=[((A4a0 TTBA) — (A0t TBA)*0,057] e o
coeficiente de absortividade para 0o MDA ¢é de 157 mM ™ cm™.

2.2.2 Efeito do Estresse Hidrico sobre a atividade de Enzimas do Sistema

Antioxidativo

Os extratos enzimaticos brutos para as determinacdes das atividades das peroxidases
(POXs) e das superoxidos dismutases (SODs) foram obtidos pela trituragdo de 0,3g de
tecido vegetal em N, liquido. Apds a maceracdo foram adicionados 2mL de meio de
homogeneizacao da filtragdo e centrifugados a 12.000xg por 15 minutos a 4°C. Os meios
de homogeneizacao utilizados para as enzimas eram compostos de tampdo fosfato de
potassio 0,1M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (P/v) (PEIXOTO et
al., 1999).

A atividade das superoxido dismutases (SODs) foi determinada pela adigdo de SuL
do extrato enzimatico foliar bruto a 295uL. de um meio de reacdo constituido de tampao de
fosfato de s6dio 50mM, pH 7,8, metionina 13mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75uM,
EDTA 0,ImM e riboflavina 2uM (DEL LONGO et al., 1993). A reagdo foi conduzida a

25°C numa camara de reacdo sob iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15W,
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mantida no interior de uma caixa fechada. Apds 5 minutos de exposi¢do a luz, a iluminagao
foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorredu¢do do NBT foi medida a
560nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). A absorbancia a 560nm, de um meio de reacao
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por tempo igual, servindo como
controle e em seguida, subtraido da leitura da amostra que recebeu ilumina¢do. Uma
unidade das SODs define a quantidade da enzima necessdria para inibir em 50% a
fotorredugcdo do NBT (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

A atividade das peroxidases no tecido foliar foi determinada pelo método de Kar e
Mishra (1976). A aliquota de 10uL do extrato enzimatico diluido 1:20 foram adicionados a
740uL de uma mistura de reacdo constituida de tampao de fosfato de potassio 25mM, pH
6,8, pirogalol 20mM e H,0, 20mM. O acréscimo na absorbancia a 420nm, a temperatura de
25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reagdo pela produgdo de purpurogalina,
sendo a atividade das POXs determinada com base na inclinagdo da reta no intervalo de 0,2
a 0,4 minuto apos o inicio da reagdo. A atividade enzimadtica foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 2.47mM'cm” (CHANCE ¢ MAEHLEY,1955) ¢ o

PR B .
resultado expresso em pumol min~ mg™ proteina.

2.2.3 Determinacao de Proteinas

A concentragdo de proteina total foi determinada conforme Bradford (1976),
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrio. Fez-se a leitura de absorbancia a
595 nm em espectrofotometro. A concentracdo de proteinas foi expressa em pg de BSA por

mL de extrato (ug proteina mL™).

2.2.4 Analises Estatisticas

Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos valores + desvio

padrao (média = dp) obtidos através da analise de variancia (ANOVA) e para a comparagao



das médias obtidas, foi aplicado o teste de Tukey. Foram considerados estatisticamente

significativos os valores com 95% de significancia (p < 0,05).

2.3 Analise da Expressiao de Genes

2.3.1 Identificacao de Seqiiéncias

As seqiiéncias de nucleotideos referentes ao segundo grupo das SnRKs de A.
thaliana, um total de 10 sequéncias, foram obtidas por consulta ao banco de seqiiéncias de
DNA (Centro Nacional para Informagdes Biotecnologicas — NCBI) no endereco

http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Para a identifica¢do das sequéncias de nucleotideos referentes

as SnRKs da soja (Glycine max) foi feita uma busca utilizando as sequéncias encontradas,
através do algoritmo BLAST, no banco de dados gendmicos da soja depositados no

Phytozome (http://www.phytozome.net/search.php?show=Dblast) e posteriormente, o

alinhamento das seqiiéncias utilizando 0 programa MEGA 4.0

(http://www.megasoftware.net) com o objetivo de eliminar as seqiiéncias repetidas.

2.3.2 Desenhos dos Iniciadores

O desenho dos iniciadores (primers) foi realizado no programa Primer Express 3.0
(Applied Biosystems) que foi especialmente designado para desenhar primers em
experimentos de PCR em Tempo Real. Nesse programa foram estabelecidas algumas
condi¢cdes (Tabela 1) de forma a favorecer a funcionalidade dos oligonucleotideos

iniciadores desenhados.

Tabela 1: Condigdes para o desenho de iniciadores obtidos pelo programa Primer Express.

CONDICOES PARA O DESENHO DOS INICIADORES

Tamanho do amplicom 50-150 pb

Tamanho do Iniciador 17 a 28 pb




Tm 53a262°C

Porcentagem de CG 30 a 80
2.3.3 Extracao de RNA

Para a extragdo de RNA foi utilizada a metodologia descrita por Chomcznski e
Sacchi (1987) utilizando o reagente Trizol (Invitrogen Life Techologies, Carlsbad, CA).
Antes de descongelar, o triturado (100 mg de tecido fresco pulverizado em cadinhos com
nitrogénio liquido) recebe 1 mL de reagente Trizol sendo entdo transferido para microtubo
(1,5mL). A proporg¢ao deve ser 50 a 100mg de amostra para 1 mL de TRIZOL. Apds esse
processo a solugdo ¢ centrifugada (12.000xg por 10 minutos a 2 a §8°C). A fase aquosa ¢
cuidadosamente transferida para um tubo novo, incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente (15 a 30°C) lavada com cloroformio (200uL) sob agitacdo intensa por 15
segundos e posterior incubagdo em temperatura ambiente por 5 minutos seguido de nova
centrifugacdo (12.000xg por 15 minutos a 2 a 8°C). Visualizaram-se trés fases: inferior
organica (avermelhada contendo fenol), interfase e superior aquosa e mais clara.

A fase aquosa foi transferida novamente para um microtubo limpo e o RNA total foi
precipitado com isopropanol (0,5 ml de isopropoanol por mL de TRIZOL usado). Em seguida a
adi¢do do isopronol seguiu-se com centrifugagdo (12.000g por 10 min, 4° C). O pellet foi
lavado com 1 mL de etanol 75% e seco a 37°C por 10 minutos. O RNA total foi ressuspenso
em 50 pL de agua livre de RNAse. Os estoques de RNA foram mantidos a -80°C.

O RNA foi quantificado em espectrofotometro e a qualidade do RNA foi analisada
com base na relagdo A260/A280 em que valores maiores que 1,8 indicam boa qualidade de
RNA extraido.

A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose (1%)
contendo tampao TBE 1x. A cuba foi tratada com RNAse Away (InvitrogenTM Life
Techonologies). Ao gel, foi adicionado 2 pLL de RNA com 2 puL de tampao de amostra
(sacarose 40% e azul de bromofenol). A corrida eletroforética foi conduzida em tampao
TBE (1x) (Tris/acido borico/EDTA) durante 40 minutos a 80v.

Para a remocao do contetido gendmico de DNA do RNA total foi adicionado em um
tubo de 0,6 mL, 8 uL. de RNA total, 1 pL de tampao de reagdo 10x e 1 pL. de DNase I
(1U/ul) (Sigma). O volume foi completado para 10 pL com agua tratada DEPC. A reacao

9



foi incubada a 37° C por 15 minutos. Apds este periodo, foi adicionado 1 pL de EDTA
25mM (EDTA ¢ um inibidor de exonuclease, DNase I 5'exonuclease). Posteriormente, a
reacdo foi aquecida a 65° C por 15 minutos para inativar a DNAse I e colocada no gelo por

1 minuto. Assim, o RNA tratado foi utilizado diretamente para transcriptase reversa.

2.3.4 Sintese de DNA Fita Simples

A reagdo de RT-PCR foi realizada com a utilizagdo de amostras de RNA total. Para
a sintese da 1* fita adicionou-se 1pL de oligo-dT (10uM) e 1uL de ANTPs (10mM) a um
tubo de 1,5 mL junto a 8uLL. de RNA total tratado. Logo ap6s a mistura foi aquecida a 70° C
por 10 minutos e colocada no gelo. Posteriormente foram adicionados ao tubo 6puL de
tampdo primeira fita (5x), 4uL dNTP’s (2,5mM), 2uL DTT (0,1M), 2uL enzima
Transcriptase reversa (Moloney Murine Leukemia Virus- M-MLV) (Invitrogen — Life
Technologies) e 4uL. H20 DEPC, totalizando um volume final de 30uL. A reagdo foi
incubada a 37°C por 1 hora. O produto da reacao foi em seguida armazenado a 4°C e usado

posteriormente para as reagdes de PCR em tempo real.

2.3.5 PCR em Tempo Real

2.3.5.1 Validacao

Com o objetivo de validar os iniciadores escolhidos para a reacdo de PCR em tempo
real, uma curva de eficiéncia foi elaborada com diferentes concentragdes de cDNA (1x, 5x,
25x e 125x). A amplificacdo se realizou utilizando Sybr Green como fluoréforo. A curva de
eficiéncia foi feita com diferentes concentra¢cdes de cDNA para todos os pares de primers
(Tabela 2), visando estabelecer a concentragdo ideal para a reagao de quantificagdo relativa.
As reacdes de PCR em Tempo Real foram preparadas em triplicatas (bioldgicas e técnicas)
e dois controles endogenos, o gene rRNA 18S (n° de acesso no Genbank X02623.1) e o
gene B-actina (n° de acesso NM_131031).

10



Tabela 2. Seqiiéncias dos primers foward e reverse usado no PCR em tempo real.

Gene Primer Forward Primer Reverse Eficiéncia
OST 1 TCTTTCCCAAACCAATACACGC AGAAGTGAAGAGGAAGAGGAGAGAAG 90,32
SnRK2.3 TGCCAGGATTCTTGTTTGCA AGAGGAATGGTAACAAGGAGTATGTGT 90,58
SnRK2.4 | ATGTCCAAATCTTCAGTTAGCTTCT GAGTACGCTGAGGAGGTTTGATC 90,12
p-actina AAGAGATGGCCACGGCTGCT TCGCTCCAACCGACTGCTGT 93,62
18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 94,16

A ferramenta geNorm (Visual Basic Application - VBA), disponivel online
(http://medgen.urgent.be/~jvdesomp/genorm/ acesso em 18/06/2009), foi utilizada para
calcular quais dos genes controle testados foram os mais estaveis no grupo de amostras,
demonstrando ser o da B-actina melhor controle endoégeno, com desvio padrdo médio de
0,088511.

A partir da curva de eficiéncia obteve-se o valor da inclina¢@o da reta (slope) e a partir
deste valor, calculou-se a eficiéncia de amplificacdo na reacao de acordo com a formula E =
[10C8P91_1 . A eficiéncia tanto do gene alvo quanto do controle enddgeno apresentaram-se de
maneira similar e acima de 90% (Tabela 2).

O controle negativo foi realizado adicionando-se agua livre de RNAse ao invés de
cDNA. Tal procedimento foi adotado para a certificagdo da auséncia de qualquer tipo de

contaminacao.

2.3.5.2 Quantificacio relativa

A quantifica¢do relativa, utilizando a metodologia AACt, foi realizada com trés
repetigdes bioldgicas de cDNA de cada variedade nos trés niveis de potencial hidrico. As
reacdes de PCR em Tempo Real fizeram-se com a diluicdo de 5x, ou seja, o0 mesmo
protocolo para a curva de eficiéncia.
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Nas reagdes de quantificacdo relativa foram utilizados os mesmos controles
endogenos e parametros descritos para a curva de eficiéncia.

Todas as analises de expressdao génica foram feitas utilizando-se como calibrador a
expressao dos genoétipos irrigados das duas variedades.

Para calcular o nivel de expressdo de um gene de interesse sdo considerados: ACt
(aumento exponencial do produto de PCR) do gene alvo e controle enddgeno, ACt = Ct
(amostra) — Ct (controle endogeno) e o AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). A partir

dai calcula-se o nivel de expressio pela formula: RQ = 274",

2.3.5.3 Curva de dissociacio

Apo6s a quantificacdo relativa obteve-se uma curva de dissociagdo em que se
verificou a formagao de dimeros de primers, amplificagdes inespecificas e contaminagdes.
Na curva de dissociagdo, a temperatura foi reduzida gradativamente. A reagdo foi incubada

a 95° C por 15 segundos, 60° C por 30 segundos e 95° C por mais 15 segundos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Peroxidacao de lipidios

Observou-se que na auséncia de estresse hidrico as plantas tolerantes (Embrapa 48)
apresentaram maiores niveis de MDA (Figura 1). Moldes (2006), trabalhando com duas
variedades de soja para a resisténcia ao herbicida glifosato, encontrou maior produgdo de
MDA na planta resistente. Outro trabalho, com arroz, mostrou que o genétipo resistente ao
aluminio teve maior produgio de MDA, independente da presenca do estresse (JUNIOR,
2007). Esse fato supde que a resisténcia ao estresse hidrico da variedade BR—48 possa estar
relacionada ao acionamento de outras rotas fisioldgicas e transcricionais que aumentam

essa resisténcia e que ndo se relaciona apenas a producdo de reativos de oxigénio (MDA).

BR 16 Embrapa 48
20
18

a a
a,b
16
a,b
14 h,c
12
| I
-0.5 m-1.5 m-3.0

[
-0.5 m-1,5 u-3.0

nmol MDA /g MF

=T A O = B - =

Figura 1: Efeito da deficiéncia hidrica sobre a peroxidagao de lipidios, expressa em nmol
MDA g massa fresca” de folhas das variedades BR—16 ¢ Embrapa 48, em trés niveis de
potencial hidrico (yma) -3,0 Mpa, -1,5 Mpa e -0,5 Mpa. Letras diferentes indicam diferenca
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.
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A maior concentragdo de MDA na Embrapa 48 pode ser explicada, também, pela
menor atividade da dismutase do superdxido (SOD) e de enzimas envolvidas diretamente
na eliminagdo de H,O,, tais como, peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR). Parece evidente que a producdo e acumulo de espécies reativas de
oxigénio, tais como o H,O,, depende da atividade de varias enzimas antioxidativas,
funcionalmente inter-relacionadas, envolvidas na remocdo destes EROs (LEE e LEE,
2000).

Comparativamente, o gen6tipo BR-16 apresentou estresse oxidativo com o aumento
da producdo de MDA, quando houve imposicdo do estresse hidrico, sugerindo e
comprovando assim que, este genotipo seja mais susceptivel a deficiéncia hidrica.

Quando comparamos o aumento dos niveis de peroxidagdo lipidica entre os
genoétipos, constatamos que para o genotipo BR-16 o aumento foi cerca de 80% enquanto o
gendtipo Embrapa 48 de apenas 9%, demonstrando assim, que a imposi¢do do estresse
hidrico faz aumentar os niveis de oxidag¢ao lipidica.

Adicionalmente, o MDA ¢é somente uma forma de estresse oxidativo e, como outras
formas ndo foram avaliadas, ¢ recomendada cautela na interpretacdo de dados de MDA

isoladamente.

3.2 Atividade das Enzimas Antioxidantes

Alguns trabalhos relacionam o aumento da atividade de enzimas antioxidantes com
o mecanismo de defesa, degradando espécies reativas de oxigénio e favorecendo a
diminuicdo da peroxidagdo lipidica (AZIZ e LARHER, 1998; PEIXOTO et al., 1999;
VERMA e DUBEY, 2003).

Sob estresse hidrico severo (¥ = -3,0 MPa), observa-se que ha maior atividade da
SOD no genotipo sensivel a seca (110%) (Figura 2). Na auséncia ou em menores niveis de
estresse as diferengas ndo foram significativas. Este resultado sugere que a atividade de
superdxido dismutase nas reagdes fotoquimicas podem ser maiores no genodtipo sensivel

pelo fato deste genotipo apresentar menor capacidade de drenar o excesso do poder redutor,
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como a fotorespiragdo, o transporte ciclico de elétrons nos tilacoides, na sintese e
exportacdo de malato do cloroplasto, entre outros, ou uma maior utilizagdo destes

mecanismos antioxidativos no genotipo resistente (SCANDALIOS, 1993).

2,5
BR 16 Embrapa 48
a
2 T
a, b
B i h
b 15 b .
% -
£ C
5 1 2
5
0.5
0
-0.5 m-15 u320 -0.5 m-15 u-3.0

Figura 2: Efeito do déficit hidrico na atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), em
dois gendtipos de soja, expressa em concentragio em U min" mg™ de proteina de amostra
de folhas das variedades BR—16 ¢ Embrapa 48, em trés niveis de potencial hidrico (yma)
-3,0Mpa, -1,5Mpa e -0,5Mpa. Os valores representam a média de trés repeticdes bioldgicas
e trés técnicas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%

de probabilidade pelo teste Tukey.

Para a enzima peroxidase (POX), os resultados foram semelhantes, sendo que o
aumento no gendtipo BR—16, para os potenciais hidrico -1,5MPa e -3,0MPa, foi de 77% e
105%, respectivamente, enquanto que, no gendtipo resistente a atividade foi de 23% e 45%
para os mesmos tratamentos (Figura 3).

Sob os diferentes niveis de estresse hidrico analisados, observamos maior atividade
da POX no genoétipo sensivel. A maior atividade dessa enzima seria explicada pela maior
presenga de perdxido de hidrogénio, o que por sua vez, indicaria maior estresse oxidativo.

POX ¢ considerada uma enzima de estresse ambiental, assim, ha um aumento desordenado
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na taxa respiratdria para a diminuicdo das espécies reativas de oxigénio, removendo atomos
de hidrogénio dos grupos alcodis, combinando-os com perdxido de hidrogénio para formar

moléculas de 4gua protegendo, assim os tecidos (SALISBURY e ROSS, 1992).

30
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Figura 3: Efeito do déficit hidrico na atividade da enzima peroxidase total, em dois
gendtipos de soja, expressa em Concentragdo em pg/pul de amostra de folhas das
variedades BR—16 ¢ Embrapa 48, em trés niveis de potencial hidrico (yma) -3,0Mpa,
-1,5Mpa e -0,5Mpa. Os valores representam a média de trés repeticdes bioldgicas e trés
técnicas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey.

Neumaier (2001) relatou maior desidratagdo no genodtipo BR-16, em comparagao
com o genotipo Embrapa 48 sob estresse. Os resultados obtidos com a atividade enzimatica
permitiu sugerir que esta maior desidratagdo no genoétipo sensivel sob déficit hidrico se
refletiu em maiores niveis da atividade da SOD e POX, indicando um maior nivel de
estresse oxidativo.

Comparando com os resultados da peroxidagdo lipidica, pode-se verificar que,
apesar do Embrapa 48 ter apresentado maior teor de MDA, que provavelmente esteja
aumentada por vias naturais, haja vista que a planta controle (sem estresse hidrico) também

apresentou grande acumulo de MDA, a atividade enzimatica ndo foi superior da planta sem
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estresse, supondo assim que, além das enzimas SOD e POX atuarem na defesa contra
EROs, outras vias podem ser recrutadas visando diminuir os danos oxidativos. A extensao
do estresse oxidativo em células ¢ determinada pelas quantidades de superdxido, H,O; e
radicais hidroxila. Entretanto, o balanco das atividades de SOD, APX, POX ¢ CAT ¢
crucial para a supressao dos niveis toxicos de ERO nas células. Mudancas no balanco das
enzimas detoxificadoras de EROs induzem mecanismos compensatorios. Por exemplo,
quando a atividade da catalase ¢ reduzida em plantas, enzimas protetoras como APX e GPX
sdo expressas em maiores quantidades, em efeito compensatorio (APEL e HIRT, 2004).

As plantas podem desenvolver graus de resisténcia diversos, variando de organismo
para organismo. Essa resisténcia normalmente envolve vérias vias metabdlicas que ainda
ndo foram totalmente elucidadas. Um dos tipos € o estresse “evitado” (avoidance stress), no
qual a planta ¢ capaz de excluir o estresse, parcialmente ou completamente, com a
formagdo de uma barreira fisica, quimica ou metabdlica, que elimina o estresse. Outro tipo
¢ a tolerancia ao estresse, onde a planta ¢ capaz de gerar resisténcia a esse, podendo
prevenir, diminuir ou reparar os estresses, mas sem exclui-los (LEVITT, 1972).

Poucos estudos tém comparado as diferengas potenciais nas respostas quanto as
diferentes taxas de imposi¢do do déficit hidrico, mas estes mostram diferencas marcantes
quanto a expressao diferencial de genes (HAZEN et al., 2005; TALAME et al., 2007).

A maior tolerancia ao estresse hidrico, observada em alguns gendtipos de soja, pode
estar relacionada com a melhor qualidade fisiologica de suas sementes (BRACCINI et al.,
1996; 1998). Segundo Braccini et al. (1996), as sementes de soja quando submetidas ao
estresse hidrico, geralmente, apresentam redu¢do na sua percentagem de germinacao, sendo
essa reducao maior para os gendtipos que apresentam menor qualidade fisiologica inicial de
suas sementes. No entanto, podem ocorrer variagdes como ocorre com a variedade de soja
Embrapa 48 que, notoriamente, apresenta baixa qualidade fisiologica, germinagdo e vigor
de sementes. Porém, quando submetida a condi¢cdes de estresse no campo ¢ considerada
uma das mais tolerantes ao déficit hidrico (FARIAS et al., 1999; NEUMAIER et al., 2001;
OYA et al., 2004).
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3.3 PCR em Tempo Real

A andlise do nivel de expressao dos genes OST1, SnRK2.2 e SnRK2.3 no genotipo
BR-16, indicou expressdo diferencial. Esses genes estdo provavelmente associados a
processos de resposta da planta ao estresse hidrico (Figura 4). Muitos genes induzidos pelo
déficit hidrico provavelmente promovem aumento da tolerancia celular a desidratagdo,
aumento das fungdes de prote¢do do citoplasma, organelas e membranas celulares,
alteragdes do potencial celular osmoético, aumento na absor¢do de agua (e.g. aquaporins),
aumento no controle e no acimulo de ions e maior regulagao da expressao de outros genes
(BRAY, 1993, 1997; BOHNERT, et al, 1995; SHINOZAKI e YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1997). Entretanto, isso ndo ocorreu com o genoétipo resistente, supondo
assim, que os mecanismos genéticos para essa caracteristica, neste genodtipo, ndo esteja

interligado ao aumento da expressao dos genes analisados com o aumento da resisténcia

W-15MPa-BR16 m-3,0MPa-BR16  ®-15MPa-Embrapa48 -3,0MPa - Embrapa 48
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Figura 4: Nivel de expressdo dos genes no genotipo BR—16 e Embrapa 48 nos dois
potenciais hidricos ym.= -1,5MPa e -3,0MPa. A barra azul significa o desvio padrao das
amostras. Os valores representam a média de trés repetigdes bioldgicas e trés técnicas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey.
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O gene OST]1 apresentou alta expressao nos diferentes potenciais hidricos (mais de
5x) no genoétipo sensivel (BR-16), demonstrando que, na soja, esse gene também tem sua
expressdao aumentada, como ocorre em A. thaliana em déficit hidrico. Plantas com super-
expressao da OST1, em A. thaliana, aumentam a tolerancia a seca, conjuntamente com o
aumento da expressdo de genes de resposta ao estresse, como fatores transcricionais da
classe HD-ZIP (UMEZAWA et al., 2004).

Entretanto, este gene ndo ¢ o responsavel pelo aumento da tolerancia ao estresse
imposto no genodtipo Embrapa 48, haja vista que, ndo houve aumento significativo na
expressao deste gene, supondo assim que esse genotipo possui outros fatores genéticos que
fazem com que a planta resista a perda de agua, € que neste caso, ndo esteja relacionado a
expressao de genes da familia 2 de SnRK.

O gene OSTI atua como um regulador central do fechamento estomatico em
resposta a0 ABA (LI e ASSMANN, 1996; LI et al., 2000; MUSTILLI et al., 2002;
YOSHIDA et al., 2002), sendo a atividade da OST1 proporcional ao estresse hidrico
imposto. Considerando os resultados de Neumaier et al., (2001), pode-se supor que os
estomatos fecham-se mais lentamente no geno6tipo sensivel quando comparado ao genotipo
tolerante. Isso pode significar uma menor sintese e/ou transporte de ABA neste genotipo,
fazendo com que o fechamento estomatico seja menos efetivo. Os resultados com a maior
expressao de OST1 no genoétipo sensivel podem sugerir que haja algum outro mecanismo,
além do ABA, de acdo compensatoria, que tenta reduzir a desidratacdo, levando a maior
expressao desse gene, e, consequentemente, maior producao de peroxido de hidrogénio e
inativacao do canal de influxo de potassio da célula guarda.

A expressao do gene SnRK2.3 foi significativamente a maior de todos os genes
(mais de 7x para o ym,= -1,5MPa) , demonstrando assim, sua importancia dentro da
segunda familia de SnRK para a resposta ao déficit hidrico. Em outros trabalhos, com A.
thaliana, havia sido identificado membros do grupo SnRK2 que atua como regulador
central do fechamento estomdtico em resposta ao ABA e a ativacdo, por uma via
sinalizagdo ABA-dependente, conduzindo ao fechamento estomatal (LI e ASSMANN,
1996; Ll et al., 2000; MUSTILLI et al., 2002; YOSHIDA et al., 2002).

Infere-se que esta familia de cinases e pontualmente os genes aqui citados, apresenta
importancia no aumento da tolerancia a seca na soja, pois o genotipo sensivel ao estresse

hidrico teve expressao génica aumentada. Toda expressao fenotipica em plantas submetidas
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ao déficit hidrico esta relacionada com a expressao génica e sua interagdo com o ambiente.
Quando agua ¢ perdida pela célula, processos regulatorios sao iniciados e o metabolismo
celular ¢ ajustado as novas condic¢des celulares (BRAY, 1997). Simultaneamente, inibigdo
no crescimento e alteracdes no desenvolvimento comecam a ocorrer, resultando em
mudancgas adicionais na expressao génica (BRAY, 1993). Muitos genes induzidos pelo
déficit hidrico provavelmente promovem aumento da tolerancia celular a desidratagao.
Entre estes mecanismos podemos citar o aumento das fungdes de protecdao do citoplasma,
organelas e membranas celulares, alteragdes do potencial celular osmoético, aumento na
absorcao de agua (e.g. aquaporinas), aumento no controle e no acimulo de ions € maior
regulacdo da expressdo de outros genes (BRAY, 1993, 1997; BOHNERT, et al., 1995;
SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

O desenvolvimento de cultivares de soja com elevada expressdo destes genes, e a
identificagdo de outros genes responsaveis pela resisténcia a perda de agua, como ocorre no
genotipo Embrapa 48, pode ser uma opg¢ao para a viabilizagdo da produgdo de soja em areas
com deficiéncia hidrica. Da mesma forma, pode ser um caminho viavel para o

desenvolvimento de cultivares resistentes ao estresse hidrico.
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4. CONCLUSOES

Os dois gendtipos analisados respondem de maneiras diferentes a imposi¢ao do
estresse hidrico tanto fisiologicamente, quanto na expressao de genes.

Trés genes estudados (OST1, SnRK2.2 e SnRK2.3) tiveram o nivel de expressao
aumentado na condi¢do de estresse hidrico para o genotipo sensivel (BR 16).

A tolerancia do genotipo Embrapa 48 ndo se relaciona a expressao dos genes, nem
tdo pouco com o aumento da atividade de enzimas antioxidativas analisados. Isso indica a
necessidade de compreendermos melhor os processos bioquimicos, fisiologicos e

moleculares envolvidos na tolerancia desse gen6tipo ao déficit hidrico.
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