43 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
L)
‘;\k ey COCI INICIACAQ CIENTIFICA

ATIVIDADE DA ENZIMA ALCOOL DESIDROGENASE E CONTEUDQ DE
CARBOIDRATOS EM RAIZES DE CULTIVARES DE SOJA SUBMETIDAS A HIPOXIA

RAFAEL SILVA DA SILVA?; KASSIA LUIZA TEIXEIRA~COCC02; ANA CLAUDIA
BARNECHE DE OLIVEIRA3; SUZANA LEITZKE#*; JOAO VICTOR LEMOS DA
SILVA3; LUCIANO DO AMARANTE®

L45UFPel/Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel — rafa.silvadasilva@hotmail.com;
suzanaleitzke @outlook.com; joaovictorls97@hotmail.com
23Embrapa Clima Temperado — kassiacocco@hotmail.com;
ana.barneche@embrapa.br
8UFPel/CCQFA — lucianodoamarante@yahoo.com.br

1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merill] € uma cultura de grande importancia no Brasil,
apresentando uma producdo de aproximadamente 119 milhdes de toneladas em
uma area de cerca de 35 milhdes de hectares, sendo que destes, o Estado do Rio
Grande do Sul contribui com 5,71 milhdes de hectares (CONAB, 2018). Porém, um
dos fatores que limitam a expansdo da area de producdo do grdo no Estado € a
composicdo de parte dos solos agricultaveis, que possuem caracteristicas
hidromorficas, tornando-os sujeitos a inundacdo. Nessas condi¢cdes, ocorre a
reducdo do suprimento de oxigénio (O2) para as raizes, levando ao desvio do
metabolismo aerdbico para o anaerdbico, o que diminui o saldo de ATP devido ao
bloqueio da fosforilagdo oxidativa, afetando assim o crescimento e desenvolvimento
da cultura (LIMAMI et al., 2014). Para manter a glicélise sob hipéxia, as enzimas
fermentativas sédo rapidamente ativadas para regenerar continuamente o NAD* (VAN
DONGEN; LICAUSI, 2015), sendo a alcool desidrogenase (ADH) a principal enzima
envolvida neste processo. Outro aspecto importante na superacdo do estresse
hipéxico pelas plantas diz respeito ao suprimento e regulacdo do metabolismo de
carboidratos, podendo resultar no acumulo de acucares (SAIRAM et al., 2009) e
amido (BARTA, 1987). Portanto, espécies ou genotipos que apresentam maiores
concentracBes de carboidratos nas raizes e um metabolismo fermentativo eficiente
apresentam maior tolerancia para enfrentar a privacao de Os-.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da enzima ADH e as alteracdes
nos conteudos de acUcares solUveis totais (AST) e amido em raizes de duas
cultivares de soja submetidas a dois periodos de hipéxia e um de recuperagao.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido com duas cultivares comerciais de soja: BRS
246 RR e NA 5909 RG, cultivadas em condicbes de campo, na Estacéo
Experimental Terras Baixas, da Embrapa Clima Temperado, localizada no municipio
de Capéo do Leao/RS.

Os tratamentos consistiram em estresse (hipoxia e recuperacdo pos-hipoxia)
e controle. O tratamento de hipoxia foi iniciado a partir do estadio fenologico V6 por
meio da manutencgdo de lamina de dgua de 5 cm acima da superficie do solo, sendo
avaliado pela coleta do material vegetal nos periodos de um e cinco dias apos a
formacdo da lamina de agua. O tratamento de recuperacdo foi iniciado pela
drenagem da area e avaliado aos sete dias. No tratamento controle, as plantas
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foram cultivadas em solo com umidade mantida na capacidade de campo. Cada
tratamento foi composto por quatro repeticdes, e cada uma destas, constituida por
uma parcela de campo de 2,0 x 5,0m, com espacamento de 0,4m entre linhas.

A atividade da enzima ADH foi quantificada a partir de extratos de raizes
obtidos pela maceragéo dos tecidos com N2z e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (p/p
MF), homogeneizacdo em tampao Tris-HCI 50mM, pH 7,5 contendo ditiotreitol (DTT)
1mM, seguido de centrifugagdo a 12.000g por 20min a 4°C e dessalinizagdo do
sobrenadante em coluna de cromatografia de exclusdo molecular PD10 — Sephadex
G-25 M. O extrato dessalinizado foi utilizado como fonte da enzima em meio de
reacao contendo tampao fosfato de potassio 50mM, pH 7,0 e NADH 0,2mM, sendo a
reacdo iniciada pela adicdo de acetaldeido 5mM ao meio, e monitorada em
espectrofotdmetro pela queda da absorbancia a 340nm, a uma temperatura de 30°C
(HANSON et al., 1984).

A extracdo de carboidratos (AST e amido) foi realizada conforme metodologia
de Bieleski e Turner (1966) com modificagOes, utilizando-se como solvente extrator
MCW (metanol:cloroférmio:agua), na proporcdo 12:5:3. Os AST foram dosados na
fase aquosa do extrato “MCW” apds separacao de fases pela adicao de cloroférmio.
O amido foi extraido pela ressuspenséo do precipitado em acido tricloroacético 10%
p/v e hidrolisado com &cido perclorico 30% p/v para posterior quantificacdo dos
acucares resultantes de sua digestdo (McCREADY et al., 1950). As dosagens de
AST e amido foram realizadas com base na metodologia de Graham e Smydzuk
(1965), utilizando-se solucdo de antrona (0,15% p/v em &cido sulfirico concentrado)
e leituras das densidades Opticas das amostras e padrdes (glicose em
concentracfes variando de 10 a 100 pg de glicose/mL) a 620nm. Para a
guantificacdo do amido os valores obtidos foram multiplicados pelo fator de correcéo
0,9, segundo McCready et al. (1950).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 x 3 (tratamentos x periodos de exposicdo). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e, quando significativos pelo Teste F, foram comparados pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A deficiéncia de O2 refletiu no aumento significativo da atividade da enzima
ADH em ambos os genotipos, sendo os maiores valores observados aos cinco dias
de hipdxia. A atividade também permaneceu superior ao controle mesmo apés sete
dias de recuperacédo, embora inferior aos valores encontrados aos cinco dias de
hipéxia. Essa resposta foi bem mais expressiva em BRS 246 RR (Figura 1). Os
resultados obtidos estdo de acordo com Borella et al. (2014) que constataram que a
atividade da ADH em raizes de soja sob hipdxia aumenta ao longo do periodo de
inundacao.

Durante a hipdxia, a concentragdo de AST em raizes da cultivar BRS 246 RR
foi superior no primeiro dia de exposicao, apresentando reducdo significativa aos
cinco dias, quando igualou-se ao controle. Com o retorno as condi¢cfes de normoxia,
observou-se novo aumento na concentracdo de AST, superando 0s niveis
encontrados nas plantas controle. Em NA 5909 RG, o conteudo de AST em raizes
foi superior nas plantas sob hip6xia, mantendo teores semelhantes durante o
periodo avaliado. Aos sete dias de recuperacdo houve reducdo, porem a valores
ainda superiores ao controle (Figura 2). Badinelli (2009) também verificou que a
deficiéncia de O:2 refletiu em aumento da producdo de AST em raizes de soja. O



42 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
Ll
‘i‘k S ety COClI INICIACAQ CIENTIFICA

acumulo de acUcares solUveis em raizes de plantas sob alagamento é descrito como
forma de tolerancia aos efeitos da hipoxia (LIAO; LIN, 2001).
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Figura 1. Atividade especifica da enzima ADH em raizes de duas cultivares de soja
expostas a dois periodos de hipéxia e um de recuperacdo. Letras mindsculas
comparam os tratamentos em cada periodo e letras mailsculas comparam periodos
dentro de cada tratamento.
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Figura 2. Concentracdo de AST em raizes de duas cultivares de soja expostas a
dois periodos de hip6xia e um de recuperacdo. Letras mindsculas comparam 0s
tratamentos em cada periodo e letras mailsculas comparam periodos dentro de
cada tratamento.

Para a cultivar BRS 246 RR, houve um aumento significativo nos teores de
amido em raizes conforme o avango do periodo de hipoxia, reduzindo aos niveis do
controle com o retorno a normoéxia, aos sete dias de recuperacdo (Figura 3). Em
raizes da cultivar NA 5909 RG, os teores de amido mantiveram-se equivalentes aos
das plantas controle durante o periodo de hipdxia e de recuperacéo.

A diminui¢do da concentracdo de AST e o0 aumento dos contetdos de amido
com um e cinco dias de hipoxia na cultivar BRS 246 RR, associado ao aumento de
atividade da ADH, pode indicar um aumento no fluxo de carboidratos provenientes
da parte aérea, como forma de suprir esta demanda nas raizes, visto que o aumento
da atividade da ADH é resultado de uma maior atividade glicolitica (consumo de
agucares).

Por outro lado, na cultivar NA 5909 RG o aumento da atividade da enzima
ADH durante o avanc¢o do periodo de hipdxia foi menor do que na cultivar BRS 246
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RR, o que sugere uma atividade fermentativa menor, resultando em menor consumo
de AST e de amido, o que poderia indicar um mecanismo diferenciado desse
genotipo em relacdo a BRS 246 RR.
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Figura 3. Conteudo de amido em raizes de duas cultivares de soja expostas a
periodos de hipdxia e recuperacéo. Letras minusculas comparam os tratamentos em
cada periodo, e letras maiusculas comparam periodos dentro de cada tratamento.

4, CONCLUSOES

Os resultados sugerem que a cultivar BRS 246 RR apresenta um mecanismo
de tolerancia distinto da NA 5909 RG em relacdo aos ajustes do metabolismo de
carboidratos durante o periodo de hipéxia. Embora a maior resposta em relacdo a
atividade de ADH na condicdo de hip6xia pareca conferir vantagem adaptativa a
cultivar BRS 246 RR em relacdo a NA 5909 RG, estudos mais aprofundados
deverdo ser realizados com a finalidade de se compreender melhor os ajustes
metabdlicos que conferem tolerancia a deficiéncia de Oa.
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