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1.0 RESUMO

A soja € uma leguminosa amplamente utilizada para estudos envolvendo a fixacao
biolégica de Nitrogénio (N), seja por sua grande importancia econdmica, seja por sua
elaborada capaz de obter todo N necessario para seu desenvolvimento através da e bem
sucedida relacdo simbidtica com rizébios do género Bradyrhizobium, sendo fixacdo do N>
atmosférico. Todavia, o metabolismo de N em plantas de soja noduladas é sensivel a
hipoxia provocada pelo alagamento do sistema radicular. Dessa forma, este trabalho teve
por objetivo, avaliar os efeitos do alagamento sobre o metabolismo de N em nédulos de
soja em diferentes periodos de inundacgdo e recuperacdo apds a drenagem. Para isto, plantas
de soja noduladas com o B. elkanii foram submetidas aos experimentos de inundagdo e
recuperacgdo, sendo tais periodos varidveis de acordo com o experimento. As alteracdes no
metabolismo foram avaliadas através da andlise da composi¢do de aminodcidos por HPLC
e avaliacdo da incorporacio de '*N» nos aminodcidos dos nédulos. Também foi avaliada a
atividade da nitrogenase e a expressao dos genes nifH e nifD (nitrogenase), e dos genes que
codificam as enzimas glutamato descarboxilase (GAD) e asparagina sintetase (AS) em
nodulos de soja. Verificamos que asparagina (ASN) € o aminoacido mais abundante em
nodulos de soja (aprox. 50%), seguido por glutamato (GLU), serina (SER) e 4cido gama-
aminobutirico (GABA). Com a inundagdo observou-se, uma reducao acentuada de ASN, e
aumento de GABA, apds 4 dias (quando ASN reduziu a quase 1%), além de pequenas
alteracdes na composicdo de outros aminodcidos. Nos tratamentos de recuperagao,
verificou-se que ASN recuperou-se lentamente e quanto maior o periodo de exposi¢do ao
estresse mais lento o periodo de recuperacdo. Aparentemente a redu¢do de ASN nos

nodulos foi compensada pelo aumento de GABA. A atividade da nitrogenase foi fortemente
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N

inibida pela inundacdo, mas se recuperou totalmente. Quanto & incorporacio de "N,
verificamos que GLN foi o aminodcido marcado em grau mais elevado, seguido
respectivamente por GLU, ASP, ALA e SER. A marca¢do dos aminodcidos ASN e GABA
foi baixa, e isso pode ser devido ao grande “pool” destes aminoacidos no nédulo, ou pela
entrada destes aminodcidos a partir de uma fonte ndo-marcada como o floema. Com relagdo
3 inundagio, observou-se uma reduciio na incorporagio de N> em ASN, e a recuperaciio
também foi lenta, além disso houve redu¢@o na incorpora¢do em outros aminoacidos como
ASP e GLN. A hipoxia afetou a expressdo dos genes avaliados nos nddulos. Houve uma
reducdo na expressao dos genes AS/ e AS2, o que condiz com a redug@o nos teores de ASN.
O gene que codifica a GAD também foi menos expresso em nddulos submetidos a
inundagcdo o que ndo explica o aumento de GABA no nédulo durante o estresse. A
expressdo dos genes nifH e nifD também diminuiram com a inundacdo, mas se
recuperaram, e condizem com o observado para atividade da nitrogenase. Dessa forma,
verificamos que a inundagdo afeta o metabolismo de N nos ndédulos de soja, em diversos
aspectos, como a composicdo de aminodcidos, a atividade da nitrogenase e na expressao de

genes envolvidos na assimilagdo do N em aminoécidos nos nédulos.
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2.0 ABSTRACT

Soybean has been widely used in studies of biological nitrogen fixation, not only
because of its economic importance, but in view of its highly efficient symbiotic
relationship with rhizobia of the genus Bradyrhizobium, which can supply all the N needed
for full development of the plant. However, the process is highly sensitive to oxygen
deficiency provoked by waterlogging of the root system, resulting in a rapid and strong
inhibition of nitrogen fixation since the availability of oxygen for nitrogenase activity is
tightly controlled in the nodule and close to limiting under normal conditions. Thus, this
study aimed to evaluate the effects of flooding on the N metabolism in nodules of soybean
in different periods of flooding and recovery after drainage. For this, soybean plants
nodulated with B. elkanii were subjected to flooding and recovery experiments at stages
V7/V8 The flooding/recovery duration was where the flooding/recovery periods were
variable according to the experiment. Changes in metabolism were evaluated by analyzing
the amino acid composition by HPLC and by assessing the amino acid incorporation of
I5N2 of the nodules. Nitrogenase activity and expression of nifH and nifD (nitrogenase)
genes, and genes encoding GAD and AS in soybean were also evaluated. The most
abundant amino acid in soybean nodules was asparagine (ASN) (50%), followed by
glutamate (GLU), serine (SER) and gama-aminobutyric acid (GABA). On flooding, there
was a marked decrease of ASN, and increased GABA, mainly after 4 days when ASN
dropped to near 1%, as well as smaller alterations in the composition of other amino acids.
With the recovery treatments, ASN recovered slowly and the longer the period of exposure
to the stress the longer the recovery period. It appears that the reduction of the ASN in

nodules is compensated by the increase of GABA. The nitrogenase activity was strongly



inhibited by flooding, but full recovery was possible. Regarding the incorporation of 15N2,
it was found that GLN is the amino acid labelled to the highest degree, followed
respectively by GLU, ASP, ALA and SER. The labelling of the amino acids GABA and
ASN was low, which may be due either to the large pool of these amino acids in the
nodule, or to the entry of these amino acids from a non-labelled source such as the phloem.
Flooding resulted in a reduction of the incorporation of 15N2 in ASN, and recovery was
also slow. There was also reduction in the incorporation of 15N2 in other amino acids, such
as Asp and GLN. Hypoxia affected the expression of all genes evaluated in nodules. There
was a reduction in the expression of the AS1 and AS2 genes, which is consistent with the
fall in levels of ASN. Recovery of expression was slow and gradual. Expression of the
gene encoding the enzyme GAD was also strongly suppressed in nodules under flooding
which does not therefore explain the increase of GABA in the nodule during stress. The
expression of nifH and nifD genes were also strongly decreased on flooding, but recovered
fully, consistent with the observed data for nitrogenase activity. In conclusion, it was found
that flooding affects the metabolism of N in soybean nodules, in diverse ways, such as the
amino acid composition, nitrogenase activity, and the expression of genes involved in N

assimilation of nodule amino acids.
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3.0 ABREVIATURAS

ADP — Adenosina difosfato

ALA - Alanina

AlaAT — Alanina aminotransferase
ARG- Arginina

AS — Asparagina sintetase

ASN - Asparagina

ASP - Aspartato

ATP — Adenosina trifosfato

FBN — Fixacdo bioldgica de nitrogénio
g.MF- grama de massa fresca

GABA - Acido gamma-aminobutirico
GAD — Glutamato descarboxilase
GC/MS — Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas
GLN — Glutamina

GLU - Glutamato

GLY - Glicina

GOGAT - Glutamato sintase

GS — Glutamina sintetase

HIS — Histidina
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HPLC — Cromatografia liquida de alto desempenho
ILE - Isoleucina

LEU - Leucina

LYS - Lisina

MET - Metionina

N — Nitrogénio

NADH/NAD? — Nicotinamida adenina dinucleotideo
02 — Oxigénio molecular

PHE - Fenilalanina

RN — Redutase do nitrato

SER - Serina

TCA- Ciclo dos acidos tricarboxilicos

THR — Treonina

TYR — Tirosina

URE — Ureideos

VAL - Valina
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4.0 INTRODUCAO GERAL

O Nitrogénio (N) é o nutriente mineral requerido em maior quantidade pelas
plantas, sendo um constituinte importante em diversas moléculas essenciais ao
desenvolvimento vegetal, como aminodcidos, 4cidos nucleicos, clorofila e proteinas
(Mengel et al., 2001). Por este fato, é também um dos principais fatores que limitam o
desenvolvimento vegetal. Assim, mecanismos de captura e assimilagdo de nitrogénio
devem ser eficientes. Neste sentido, muitas espécies de plantas da familia Leguminosae,
sdo capazes de se associar simbionticamente a bactérias do grupo Rhizobia e fixar o Nz

atmosférico.

A soja (Glycine max) € uma leguminosa de origem asidtica amplamente difundida
pelo mundo, devido ao seu potencial uso na alimentacdo humana e animal, sendo o Brasil e
os Estados Unidos os maiores produtores desta cultura (Food And Agricultural
Organization of United Nations, 2013). Plantas de soja tém sido usadas como modelo nos
estudos que envolvem o metabolismo de N, por seu rdpido crescimento, sua grande
importancia econdmica, elevado conteddo proteico, e pela sua elaborada e bem sucedida
relacdo simbidtica com rizébios do género Bradyrhizobium, sendo capaz de obter todo N
necessario para seu desenvolvimento através fixacdo bioldgica do N atmosférico

(FBN)(Hungria et al., 2001; Alves, et al., 2003).

O alagamento do solo € um fendmeno frequente, principalmente em solos
compactados ou com deficiéncia de drenagem natural. Nesta situagdo, a troca gasosa entre
o sistema radicular e o espaco poroso do solo fica bastante prejudicada, devido a baixa taxa

de difusdao de gases no meio aquoso (Armstrong et al., 1994). A baixa disponibilidade de
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O para o sistema radicular num campo alagado faz com que o processo de respira¢do das
raizes consuma todo o O; presente no solo, tornando o meio anaerébico (Huang et al.,

1994).

Plantas noduladas, sob condicdes de alagamento apresentam taxas de fixacdo de N2
muito baixas, o que € atribuido principalmente a baixa disponibilidade de O> para os

noédulos (Pugh et al., 1995; Amarante & Sodek, 2006).

Dessa forma, o foco deste trabalho foi avaliar as alteracdes metabdlicas relacionadas

a FBN causadas pelo estresse por alagamento (baixo O3).
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5.0 REVISAO DE LITERATURA

5.1 Soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma leguminosa da subfamilia Faboideae que é
capaz de se associar a bactérias fixadoras de N. Esta espécie é origindria da Asia, e
atualmente é cultivada em grandes quantidades nas Américas, principalmente nos Estados
Unidos e no Brasil, maiores produtores desta cultura que hoje movimenta milhdes no
mercado de graos. Atualmente o Brasil € o maior produtor de graos desta leguminosa (Food
And Agricultural Organization of United Nations, 2013). Das plantas de soja sd@o obtidos
diversos produtos, dentre eles a farinha e o 6leo que € o principal destino dos graos. Por ser
rica em proteinas, a soja € bastante utilizada na alimentacdo humana (grios) e também na
alimentacdo animal. Leguminosas como a soja sdo usadas como adubo verde, quando
plantadas em consércio com outras espécies ndo fixadoras de N como milho, em rotacao de
culturas e na forragem animal. No caso do cultivo da soja no Brasil, a fixacao de nitrogénio
€ explorada ao maximo (Dobereiner, 1990; Hungria et al., 2001) com enormes beneficios
econOmicos, resultando numa grande economia, devido a ndo utilizacdo de adubos
nitrogenados, os quais sdo extremamente custosos para a producdo (Dobereiner, 1997;

Hungria et al., 2001).

A simbiose existente entre plantas de soja e as bactérias do género Bradyrhizobium
(B. elkanii e B. japonicum) é uma das mais eficientes de que se tem conhecimento. No
Brasil, plantas de soja noduladas nio necessitam de adubacao nitrogenada e podem fixar de
109 a 250 Kg de Nz/ha.ano representando de 70% a 85% do N total acumulado pelas

plantas (Hungria et al., 2001).
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O uso do adubo nitrogenado no cultivo da soja, utilizando-se nitrato, amonio ou
ureia, representa um grande desperdicio de recursos, tendo em vista a forte inibi¢dao
exercida pelo nitrato sobre o processo de formacdo do nédulo e a sua principal atividade
metabolica, a fixagdo do N2 (Streeter, 1988). Em algumas situacdes, entretanto, o uso do
nitrato pode ser benéfico, por exemplo, em campos alagados, pois o nitrato aumenta a

tolerancia da planta ao encharcamento do sistema radicular (De Sousa & Sodek, 2002).

5.2 Assimilacao de N pelas plantas

O N € um fator limitante ao desenvolvimento das plantas, por ser requerido em
grandes quantidades pelas mesmas. A maioria do N que existe estd na forma molecular na
atmosfera (Kneip et al., 2007). As plantas s6 adquirem N na forma mineral (nitrato - NOs™ e
amonia - NH4"), ou na forma orgénica [ureia - (NH2)>CO e aminoacidos] (Williams &
Miller, 2001). No caso de plantas simbidticas, os bacteridides formados nos nddulos sao
capazes de fixar o N molecular (N2) e converté-lo em NH4*, que entdo serd assimilado (Liu

et al., 2011). Desde a absorcdo a assimilacio e transporte do N para as folhas, algumas

etapas sdo necessdrias, as quais vao depender da fonte de N e da espécie em estudo.

As fontes inorganicas, nitrato e amonia, podem ser prontamente absorvidas e
assimiladas. A amoOnia absorvida é assimilada na raiz e nddulos via glutamina sintetase
(GS), ja o nitrato absorvido pode ser assimilado via redutase do nitrato (RN) tanto nas
raizes, quanto pode ser transportado para a parte aérea via xilema e entdo ser assimilado

também pela RN (Miller & Cramer, 2004).
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Quanto as formas organicas, aminodcidos também sdo prontamente absorvidos e
assimilados. No caso da ureia, ainda no solo a maior parte é transformada em nitrato e/ou
amoOnia por bactérias, e estas formas inorganicas sdo absorvidas e assimiladas como

descrito anteriormente (White, 2011).

Na FBN, o N2 atmosférico é convertido 2 amonia que logo € incorporada em
aminodcidos e ureideos (em sua maior parte), que sdo transportados pelo xilema para a

parte aérea (Shubert, 1986).

5.3 Fixacao de N e atividade dos nédulos nas leguminosas

As raizes de muitas leguminosas, como por exemplo a soja, sdo capazes de formar
nodulos radiculares por estabelecerem uma associagdo simbidtica com bactérias fixadoras
de nitrogénio pertencentes ao grupo Rhyzobium (Udvardi er al., 1992; Balestrasse et al.,

2006).

No processo para a formacdo dos nddulos, ocorre inicialmente uma complexa troca
de sinais entre as raizes das plantas hospedeiras e as bactérias fixadoras. As raizes liberam
compostos, como os flavonodides, os quais ativam genes das bactérias conhecidos como
fatores de nodulacao (D’Haese & Hosters, 2002). Esses fatores de nodulagdo sdo essenciais
durante a invasdo das células através dos pelos radiculares pelas bactérias e para a inducao
da divisao das células do cortex da raiz, que iniciardo a formagdo do nédulo (Dakora, 2000;
Geurts & Bisseling, 2002; Broughton, 2003). Dentro dos nddulos as bactérias sofrem um
processo de transformagdo dentro das membranas peribacterdides (Day er al., 1989) e

passam entdo a ser chamadas de bacterdides (Gage, 2004). As células infectadas sao
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rodeadas por tecido radicular ndo infectado que contém tecido vascular (xilema e floema),

que mantem o fluxo de metabdlitos nos nédulos (Atkins, 1987).

A nitrogenase atua no interior dos bacteriéides dentro dos nédulos radiculares num
ambiente de baixa concentracdo de O2, uma vez que esta enzima € extremamente sensivel a
presenca de O (Layzell & Hunt, 1990; Lucinski et al., 2002). Esta condi¢@o € obtida gracas
a presen¢a de uma camada de células que forma uma barreira de difusao ao O> (Minchin,
1997) e também a presenga da leghemoglobina que tem uma alta afinidade com o Oz e
realiza o transporte do mesmo dentro das células, reduzindo a concentracdo de O livre
(Appleby, 1984). O controle do fluxo de Oz é tdo fortemente regulado nas células
infectadas que chega a limitar a respiracdo no bacteridide (Hunt & Layzell, 1993).
Entretanto esta condi¢do cria um paradoxo, ja que a nitrogenase utiliza niveis elevados de
ATP durante a fixacao do N2, o qual € obtido através do processo de respiracdo aerdbica. A
planta precisa manter ao mesmo tempo um alto fluxo de O: para a sintese do ATP e evitar
que a nitrogenase seja inativada pela presenca de O: criando um ambiente livre deste

elemento (Downie, 2005).

5.4 Assimilacao do N a partir da FBN e formacao dos compostos nitrogenados nos
nédulos de soja

Na FBN o N> atmosférico é convertido a amdnia pela acdo da enzima nitrogenase

presente nos bacteridides dos nédulos radiculares, que € a enzima chave para que este

Processo ocorra.

A enzima nitrogenase ¢ um complexo enzimdtico formado por dois tipos de

subunidades ou componentes (proteinas), o componente I, a nitrogenase propriamente dita,
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também € denominada proteina ferro-molibdénio (FeMo), a qual catalisa a redu¢do do No, e
o componente II, a dinitrogénio redutase, também denominada Fe-proteina a qual transfere
os elétrons de um doador para a proteina de FeMo. A enzima s6 € ativa quando as duas

subunidades encontram-se associadas (Kim & Rees, 1994; Andrews et al., 2009).

A proteina FeMo ou componente I é uma proteina tetramérica do tipo 023> (quatro
cadeias polipeptidicas com duas sequéncias diferentes). Cada dimero aff liga um centro
FeMo (que € o local onde o N> é reduzido) a um centro de FeS. As subunidades a e  do
componente I sdo produtos dos genes nifD e nifK, respectivamente. A Fe-proteina ou
componente II € um homodimero, que se liga a um centro de FeS, e € codificada pelo gene
nifH. A nitrogenase cléssica €, dessa maneira, codificada pelo complexo génico nifHDK

(Kim & Rees, 1994; Marin et al., 1998; Andrews et al., 2009).

A nitrogenase catalisa a quebra da tripla ligagdo altamente estdvel do nitrogé€nio
molecular (N2). Nesse processo muita energia é consumida e a amonia € produzida como

descrito na seguinte reacao:

Nz + 8e- + 8 H* + 16 ATP — 2NHj3 + Hz + 16ADP + 16 Pi (Dighe et al., 2010).

A amonia produzida é protonada (NH4") e rapidamente assimilada pela enzima
glutamina sintetase (GS) acoplada a glutamato sintase (GOGAT) (Lam et al., 1996). A GS
catalisa a aminacdo do aminodcido GLU produzindo GLN com gasto de ATP. A GLN
sintetizada pode ser transportada para a parte aérea pelo xilema, ou pode ser utilizada para a
sintese de outros aminodcidos como ASN ou na sintese dos URE dentro do nédulo. A
GOGAT catalisa a transferéncia do grupo amino da GLN para o 2-oxoglutarato produzindo

duas moléculas de GLU (Lancien et al., 2000; Andrews et al., 2009).
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O GLU pode ser utilizado para a sintese de outros aminodcidos por transaminacao
(Forde & Lea, 2007), como ASP através da enzima aspartato aminotransferase, GABA pela
enzima glutamato descarboxilase, e ALA pela enzima alanina aminotransferase (Lea &
Azevedo, 2007). ASP junto com GLN (doador do grupo amino) sdo utilizados para sintese

de ASN pela asparagina sintetase (AS) (Lea & Fowden, 1975; Lea & Azevedo, 2007).

N, Sistema GS/GOGAT
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Esquema O1: Fixacdo do N2 atmosférico em amoOmia pela nitrogenase e assimilagdo da
amodnia em glutamina (GLN) pelo sistema GS/GOGAT (glutamina sintase/glutamato
sintetase) e formacdo dos demais aminodcidos. ASN= asparagina; GLU= glutamato; ASP=
aspartato; ALA= alanina; SER= serina; GABA= 4cido-gama-amino butirico; URE= ureideos. AT=
aminotransferase; AS= asparagina sintetase; AspAT= aspartato aminotransferase; AlaAT= alanina
aminotransferase; GAD= glutamato descarboxilase.

Os ureideos alantoina e alantoato (4cido alantdico) sdo as principais moléculas

transportadoras de N em plantas fixadoras de N nas regides tropicais (da tribo Phaseoleae),
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como a soja (Atkins, 1987). Apresentam uma alta propor¢cdo N:C = 1:1, sendosintetizados
nos nddulos e enviados a parte aérea via xilema, e considerados indicadores da fixagao
biologica (McClure et al., 1980). A producao destes compostos é complexa e comega a
partir da inosina monofosfato (IMP) e guanina proveniente da degradacao das purinas. A
IMP € convertida pela xantina oxidase a xantina, que € entdo convertida a 4cido drico,
também pela xantina oxidase. O 4cido drico formado é convertido a alantoina via 4cido
urico oxidase (uricase). Alantoina pode ser transformada em alantoato, via alantoinase

(Smith & Atkins, 2002; Zrenner, et al., 2006).

A natureza do transporte de N € varidvel entre plantas simbidticas e ndo simbidticas
e com a fonte de nitrogénio utilizada. Plantas de soja simbidticas transportam mais de 80%
dos compostos nitrogenados na forma de ureideos (Atkins, 1987; Schubert et al., 1995),
enquanto que a versao nao-simbidtica da soja transporta principalmente ASN e outros
aminodcidos e o nitrato (Amarante et al., 2006). Apesar da predominancia dos ureideos na
soja simbidtica, a quantidade de aminodcidos transportados no xilema € significativa, sendo

préxima da quantidade transportada na soja ndo-simbidtica (Amarante & Sodek, 2006).

5.5 Alagamento dos solos e efeito sobre o metabolismo de N e sobre a FBN

A baixa disponibilidade de O devida ao alagamento dos solos € bastante comum,
principalmente em solos muito compactados, com deficiéncia natural de drenagem, ou pelo
excesso de irrigacdo, e afeta a maioria das plantas em algum estddio de vida (Jackson et al.,
1982; Kennedy et al., 1992). Nesta situacdo, as trocas gasosas entre o sistema radicular e o
espaco poroso do solo ficam bastante prejudicadas, devido a baixa taxa de difusdo de Oz
por exemplo, que é cerca de 10* vezes menor na dgua do que no ar (Armstrong et al., 1994)
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e a sua concentracdo 30 vezes menor (Thomson & Greenway, 1991). O esgotamento do O>
nos solos pode ocorrer dentro de 24 horas de inundagdo, devido ao consumo por

microorganismos e pelas raizes das plantas (Armstrong et al., 1994).

Quando a concentracdo de O; presente se torna insuficiente para manter a taxa
normal de respiracdo do sistema radicular o sistema entra no estado de hipdxia. A hipdxia
prejudica a respiracdo da raiz e nddulos gerando declinio na taxa de ATP/ADP, restringindo
a fosforilacdo oxidativa e consequentemente a producdo de ATP (Dennis et al., 2000; Irfan

etal., 2010).

Plantas noduladas sob condi¢Oes de alagamento apresentam taxas de fixagdo muito
baixas, o que € atribuido principalmente a baixa disponibilidade de O2 para os nddulos
devido a reducdo das taxas respiratdrias que consequentemente leva a reducao de ATP e da
atividade da nitrogenase (Pugh et al., 1995; Justino & Sodek, 2013). Alteracdes
morfolégicas (Thomas et al., 2005), bioquimicas (Lima & Sodek, 2003; Justino & Sodek,
2013), metabdlicas (Rocha er al., 2010a) e moleculares (Antunes et al., 2008; Rocha et al.,
2010a) ocorrem em decorréncia do estresse hipoxico nas raizes e nédulos, provavelmente

na tentativa do sistema planta-rizobio atenuar os efeitos do estresse.

Em soja ndo-nodulada foram observadas alteragdes na composi¢do de aminodcidos
nas raizes havendo, principalmente, reducdo de ASP e aumento acentuado de ALA (De
Souza & Sodek, 2002; Oliveira & Sodek, 2013), além de a atividade da alanina
aminotransferase nas raizes (AlaAT) ser altamente ativada sob hipdxia (De Sousa & Sodek,
2003; Limami et al., 2008, Rocha et al., 2010b), o que corrobora o alto teor de ALA, que

estd diretamente ligado aos processos fermentativos na raiz.

32



Rocha et al. (2010a) mostraram que o acimulo de ALA pela AlaAT em raizes de
Lotus japonicum nodulada sob hipdxia ocorre independentemente da habilidade da planta
em fixar N> pela interacdo com o rizébio, uma vez que estes autores também demonstraram
que a expressdo do gene nifH, responsavel pela sintese da Fe-proteina do complexo
enzimatico nitrogenase no rizobio é fortemente reduzida sob hipoxia. Além disso, estes
mesmos autores verificaram reducdo na expressdo do gene que codifica a GS nos nédulos
de L. japonicum, demonstrando junto com a reducdo da expressdo do nifH a influéncia

negativa da hipoxia sobre a FBN.

Atkins et al. (1990) trabalhando com efeito da baixa pressao de O sobre nédulos e
FBN de feijao-de-corda, ndo verificaram alteracdes na atividade da GS em hipodxia,
sugerindo que a assimilacio de amodnia em GLN permanece elevada. No entanto,
observaram reducdo da atividade de GOGAT, o que indica reducdo na eficiéncia da
transferéncia do grupo amina de GLN para o GLU. Também observaram diminui¢do no
teor de URE sob baixa concentragdo de Oz (1%), apesar de ndo terem sido observadas
alteracdes nas atividades das enzimas uricase e alantoinase envolvidas na sintese destes

compostos.

Estudos com plantas de soja noduladas sob condicdes de hipdxia, também
demonstraram alteracdes bioquimicas, enzimdticas e moleculares. Na seiva do xilema de
soja nodulada em hidroponia, também foi observada a reducdo dos teores de URE e
reducdo nos teores de GLN, alteragdes fortemente associadas a reducdo na FBN (Amarante
& Sodek 2006), devido a diminui¢do da atividade da nitrogenase sob hipoxia (Justino &
Sodek, 2013). Além disso, plantas de soja em hidroponia apresentaram menor atividade de

enzimas AS nos nddulos quando comparadas as plantas mantidas em vermiculita (Lima &
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Sodek, 2003), e a expressdo da isoforma SAS/ que codifica a AS foi reduzida em nddulos

de plantas de soja, também em condicdes de hidroponia (Antunes et al., 2008).

Apesar dos dados sobre hipéxia em soja nodulada relatados acima, sdo escassos 0s
estudos que avaliem os efeitos da hipéxia sobre a FBN e sobre o metabolismo de N nos

nédulos desta leguminosa.
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6.0 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia do metabolismo de N para as plantas em geral, da
relevancia agrondmica da soja no contexto mundial, além da importincia da FBN
principalmente nesta leguminosa, estudos que avaliem os efeitos de estresses sobre o
metabolismo de N, sdo de extremo interesse. No que diz respeito ao estresse por
alagamento avaliado neste trabalho, existem alguns estudos, muitos desenvolvidos neste
laboratdrio, que avaliaram seu efeito sobre a soja. Contudo, poucos avaliaram os efeitos nos
nodulos, estruturas onde ocorre a FBN. Assim sendo, este trabalho visa contribuir para o
melhor entendimento dos efeitos do alagamento ao metabolismo de N nos nédulos de soja e

consequentemente sobre FBN.

7.0 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a resposta do metabolismo de
nitrogénio nos nodulos em plantas de soja com o sistema radicular alagado e apds

drenagem e recuperagao.
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8.0 CAPITULO I: EFEITOS DE DIFERENTES PERIODOS DE INUNDACAO E
RECUPERACAO NO PERFIL DE AMINOACIDOS EM PLANTAS DE SOJA

NODULADA

8.1 INTRODUCAO

O alagamento dos solos € um fendmeno comum em diversos tipos de solos, sendo
que na maioria das vezes o alagamento ocorre por um curto periodo de tempo, em fungao
das chuvas ou irrigacdo excessiva combinadas com solos compactos (Sairam et al., 2008).
Raizes e nddulos ficam sujeitos a baixa disponibilidade de Oz, a hipdxia, o que leva a
diminui¢do da atividade respiratdria e consequentemente da producdo de ATP (Dennis et

al., 2000).

As consequéncias da deficiéncia de Oz vado depender de diversos fatores tais como:
o tipo de tecido, o estddio de desenvolvimento, a duracdo do estresse e da interacdo com

outros fatores ambientais (luz, temperatura) (Fukao & Serres, 2004).

A FBN ¢ bastante sensivel as condi¢des de deficiéncia de O» provocadas pela
inundacdo (Amarante & Sodek, 2006). Ao inundar o sistema radicular nodulado, a FBN
parece ser prejudicada quase imediatamente. Isto provavelmente se deve ao fato de o O ser
o fator limitante da enzima nitrogenase em condicdes normais (Layzell et al., 1990). Apds
o alagamento do sistema radicular a disponibilidade de O, para o ndédulo é muito mais
baixa do que em condi¢Oes ndo-alagadas, o que provoca uma queda na atividade da

nitrogenase.
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Uma vez que o processo respiratorio € afetado pela auséncia do Oz, o qual € o
aceptor final de elétrons, hd um acimulo dos intermedidrios do ciclo de Krebs, e o processo
fermentativo € estimulado, a planta entdo reduz o piruvato produzido na glicélise a lactato e
em maior propor¢do a etanol (que se difunde para exterior celular) oxidando NADH a
NAD* (Dennis et al., 2000; Sairam et al., 2008). O processo fermentativo é fundamental
para regeneragdio do NAD' que é usado na glicélise, mantendo assim a producdo

anaerdbica de ATP (Dennis et al., 2000).

O estresse causado pela deficiéncia de Oz provoca uma série de mudangas em toda
planta. Com a reducdo do processo respiratério aer6bio hd uma queda acentuada na
producdo de ATP e aumento do processo fermentativo (Fukao & Serres, 2004). A reducio
de energia disponivel para as reagdes, contribui para a reducdo drastica da atividade da
enzima nitrogenase nos nddulos, pois o processo realizado pela mesma requer bastante

energia (Shubert, 1986).

Com a reducdo da atividade da nitrogenase e consequentemente reducdo da FBN em
soja, ha reducao imediata no teor do aminodcido glutamina (GLN) na seiva do xilema, pois
a glutamina € produto direto da FBN e pode ser usada como indicador do processo (Justino
& Sodek, 2013). Também € observada, em proporcdo similar, a redu¢do dos ureideos,
conhecidos produtos especificos da FBN (McClure et al., 1980; McNeil & LaRue, 1984;

Herridge et al., 1990).

Nas raizes de soja, sabe-se que a hipoxia leva a um aumento no teor do aminoécido
alanina (ALA), princiapalmente, o qual se acumula nessas condi¢des (De Sousa & Sodek,

2003). Também ha aumento de ALA nos nédulos, mas em menor propor¢ao (Amarante &
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Sodek, 2006). Na seiva do xilema € observado aumento de ALA, assim como na raiz (De

Sousa & Sodek, 2003; Justino & Sodek, 2013).

A adicdo de nitrato durante o alagamento tem sido descrita como um fator de
tolerdncia em plantas de soja noduladas (Thomas, et al., 2005) e ndo-noduladas (Lanza et
al., 2013), contribuindo para maior propor¢ao de biomassa além do aumento dos niveis de
ALA nas raizes, uma vez que o nitrato € absorvido pelas raizes mesmo em condicdes de
hipoxia (Antunes, 2007; Lanza et al., 2013; Oliveira, et al., 2013b). Contudo, pouco se sabe
sobre o efeito do nitrato nos nddulos (Thomas, ef al., 2005), ou sobre a FBN durante o

alagamento.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito do alagamento sobre o metabolismo de
nitrogénio em soja (De Sousa & Sodek, 2003; Amarante & Sodek, 2006; Justino & Sodek,
2013; Lanza et al., 2013; Oliveira, et al., 2013b). No entanto poucos estudos enfatizam o
efeito da deficiéncia de Oz nos nddulos, principalmente em relagdo ao metabolismo de

nitrogénio em consequéncia do conhecido impedimento da FBN.
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8.2 OBJETIVOS

8.2.1 Objetivo geral

e Avaliar os efeitos do alagamento sobre o metabolismo de aminodcidos em plantas

de soja em diferentes periodos de inundagdo e recuperagdo apds a drenagem.

8.2.2 Objetivos especificos

e Determinar a capacidade de recuperacao do metabolismo apos remocao do estresse

e Determinar o efeito do alagamento sobre a atividade da nitrogenase.

e Verificar se possiveis alteracdes no transporte de aminodcidos pelo xilema e floema
estdo relacionados as alteragdes do metabolismo de N no nddulo provocadas pelo

alagamento.

e Verificar a resposta metabdlica, em funcdo da presenca do nitrato durante o

alagamento.
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8.3 MATERIAL E METODOS

8.3.1 Condicoes de cultivo

Sementes de soja (Glycine max (L.) Merril cv. IAC-17) foram germinadas
diretamente em vasos com 1L de capacidade contendo vermiculita de granulagdo fina como
substrato. As sementes foram mergulhadas em solu¢do aquosa com meio de cultura
contendo rizobios da espécie Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 5019, imediatamente
antes da semeadura. Foram colocadas entre 3 e 4 sementes por vaso. Apods
aproximadamente uma semana ocorreu a germinacdo. Aproximadamente 15 dias apds a
semeadura, um desbaste foi feito para manter apenas uma planta por vaso. As plantas foram
entdo novamente “inoculadas” com solugdo aquosa contendo rizobios (SmL/vaso). Este
procedimento foi realizado novamente uma semana depois para garantir a nodulagdo.
Também apds esta primeira quinzena as plantas comecaram a ser tratadas duas vezes na
semana com 100 mL por vaso de solu¢cdo de Hoagland & Arnon (1950) sem fonte de N

mineral (solucdo —N), e com dgua quando necessario.

Todas as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo sob condi¢des naturais de
temperatura e luminosidade, e os experimentos conduzidos nas mesmas condi¢cdes. A
temperatura média minima foi em torno de 18°C e a média da méxima foi de 37°C, a partir
de dados coletados por termOmetros mantidos neste ambiente durante os anos de
experimento. Vale ressaltar que todos os experimentos foram realizados entre o inicio da
primavera e final do verdo, para garantir a predomindncia do estado vegetativo até a
montagem dos experimentos, uma vez que a soja tem o florescimento induzido por dias

curtos durante os meses de menor nimero de horas de luz, as plantas foram mantidas em
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fotoperiodo de dias longos durante o primeiro més de desenvolvimento. Para isso,
lampadas incandescentes permaneciam acesas das 17:00 as 22:00 horas (16 horas de luz/8

horas de escuro).

8.3.2 Montagem dos experimentos e coleta do material vegetal

Todos os experimentos foram montados dentro da casa de vegetacdo quando as
plantas estavam entre os estadios V7 aV9 (Fehr et al., 1971) em que a nodulacdo era plena

e a quantidade de nddulos era satisfatoria para as analises.

Para o procedimento de inunda¢@o os vasos com capacidade de 1L contendo as
plantas foram submersos (em 4gua, solucio —N ou solu¢do +N, dependendo do
experimento) dentro de vasos com capacidade de 3L mantendo uma lamina de dgua cerca
de 2 cm acima do substrato. Apds os periodos de inundacdo os vasos foram drenados

conforme o experimento.

8.3.3 Experimentos

8.3.3.1 Expto. I: Inundacio por periodos curtos (5 minutos a 6 horas)

Este experimento foi o primeiro realizado para se observar o efeito do alagamento
sobre o metabolismo nos nédulos. Periodos curtos (minutos a horas) foram determinados, a
saber: Controle (ndo inundado), 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora
(1H), 2 horas (2H), 4 horas (4H) e 6 horas (6H) com o sistema radicular inundado. Por se
tratar de um experimento curto (5 minutos a 6 horas, todos os pontos coletados num mesmo

dia), neste experimento e somente neste, as plantas foram inundadas em 4dgua de torneira.
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Ap6s os periodos de inundacdo, as plantas foram drenadas, e os nddulos foram
coletados como descrito posteriormente no item 8.3.6. Em seguida os nddulos foram
submetidos a extracdo em MCW (item 8.3.9.1). Foi feita andlise do perfil de aminodcidos

em HPLC e determinagdo dos aminodcidos livres totais (item 8.3.9.2).

8.3.3.2 Expto. II: Inundacio em periodos prolongados (4 horas a 5 dias)

Neste experimento, os periodos de inundacdo das plantas foram aumentados,
passando de horas a dias. Os periodos de inundagdo foram: Controle (ndo inundado), 4
horas (4H), 8 horas (8H), 1 dia (1D), 2 dias (2D), 3 dias (3D), 4 dias (4D) e 5 dias (5D).
Uma vez que o periodo de inundagdo foi mais longo, em todos os experimentos nos quais

as plantas permaneceram por mais de 1 dia inundadas foi usada solucao —N.

Ap6s os periodos de inundacdo descritos acima, as plantas foram drenadas, e os
nédulos foram coletados. Apds extracago em MCW foi feita andlise do perfil de

aminoacidos do nédulo em HPLC.

8.3.3.3 Expto. III: Inundacao por periodos prolongados e recuperacao

As plantas deste experimento foram submetidas a inundacdo por 8 horas (8H), 1 dia
(1D) e 3 dias (3D). Plantas sob estes mesmos periodos de inundagdo foram drenadas e
mantidas em recuperacdo do estresse por 1 dia (--1D), 3 dias (--3D) e 5 dias (--5D). Por
exemplo, uma planta que ficou inundada por ldia e ficou em recuperacdo pds-drenagem
durante 1 dia (1D1D), durante 3 dias (1D3D) e 5 dias (1D5D). Além disso, plantas controle
foram coletadas em diferentes tempos durante o experimento. Foram coletados controles no
inicio (dia 2) e no meio do tempo total do experimento (dia 5), uma vez que o experimento
teve um tempo maximo de 8 dias.
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As plantas também foram inundadas em solucdo —N. As plantas sob recuperacao
ap6s drenagem foram tratadas apenas com 4gua comum, quando necessirio. Apds o0s
periodos de inundacdo e recuperacdo descritos, os nddulos foram coletados. Apds a

extracdo em MCW foi feita andlise do perfil de aminodcidos do nédulo em HPLC.

8.3.3.4 Expto. IV: Inundaciao por periodos prolongados (1 a 5 dias) e recuperacio,

analise do xilema

As plantas deste experimento foram submetidas aos seguintes periodos de
inundacdo: 1 dia (1D), 3 dias (3D) e 5 dias (5D). Plantas sob estes mesmos periodos de
inundacao foram drenadas e mantidas em recuperagdo do estresse por 1 dia (--1D) e 3 dias

(--3D).

No momento da coleta a parte aérea foi seccionada e a seiva do xilema coletada.
Posteriormente uma aliquota de seiva do xilema devidamente diluida (normalmente 1:1) foi

utilizada para andlise do perfil de aminoacidos em HPLC.

8.3.3.5 Expto. V: Inundaciao por periodos prolongados (1 a 8 dias) e recuperacio,

analise dos nodulos e floema

Neste experimento as plantas foram submetidas a inunda¢do por 1 dia (1D), 3 dias
(3D), 5 dias (5D) e 8 dias (8D). Plantas sob estes mesmos periodos de inundag¢do foram
drenadas e mantidas em recuperacdo do estresse por 1 dia, 3 dias, 5 dias e 8 dias. Plantas
controle (ndo-inundadas) também foram coletadas em diferentes tempos, uma vez que o
experimento teve um tempo total de 16 dias. Os controles foram coletados no dia 0 (dia em

que as demais foram inundadas) (C1), dia 8 (C8) e dia 16 (C16), como descrito abaixo:
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Tabela 1: Descrigdo das siglas utilizadas para descrever os tratamentos do experimento V.

Sigla Descricao dos tratamentos
1D Inundado por 1 dia
1D1D Inundado por 1 dia, drenado e coletado apds 1 dia
1D3D Inundado por 1 dia, drenado e coletado apés 3 dias
1D5SD Inundado por 1 dia, drenado e coletado apds 5 dias
1D8D Inundado por 1 dia, drenado e coletado apds 8 dias
3D Inundado por 3 dias
3D1D Inundado por 3 dias, drenado e coletado apds 1 dia
3D3D Inundado por 3 dias, drenado e coletado apds 3 dias
3DSD Inundado por 3 dias, drenado e coletado apds 5 dias
3D8SD Inundado por 3 dias, drenado e coletado ap6s 8 dias
5D Inundado por 5 dias
SD1D Inundado por 5 dias, drenado e coletado apds 1 dia
SD3D Inundado por 5 dias, drenado e coletado ap6s 3 dias
SDSD Inundado por 5 dias, drenado e coletado apds 5 dias
SD8D Inundado por 5 dias, drenado e coletado ap6s 8 dias
8D Inundado por 8 dias
8D1D Inundado por 8 dias, drenado e coletado apds 1 dia
8D3D Inundado por 8 dias, drenado e coletado apds 3 dias
8DSD Inundado por 8 dias, drenado e coletado apds 5 dias
8D8D Inundado por 8 dias, drenado e coletado ap6s 8 dias
C1 Controle 01 do dia 0, dia em que as plantas foram inundadas
C8 Controle 02, 8 dias ap6s o dia 0
C16 Controle 03, 16 dias apds o dia 0

Ap6s os periodos de alagamento e recuperacdo, a parte aérea foi seccionada e a
seiva do floema e os nddulos foram coletados. Apds extragdo em MCW foi feita analise do

perfil de aminoécidos do n6édulo em HPLC.

45



8.3.3.6 Expto. VI: Inundacio e recuperacido em solucao com e sem NO3"

Neste experimento as plantas foram inundadas e recuperadas em solu¢do -N (sem
fonte de N mineral) ou em solu¢do +N (com KNOs3), com o intuito de avaliar o efeito do
nitrato no alagamento e recuperacdo. Controles em diferentes periodos do experimento

foram coletados, ¢ os mesmos também foram “tratados” com solu¢ao —N ou +N.

Para o procedimento de recuperacdo as plantas foram drenadas apds o estresse e
imediatamente mergulhadas na solucdo (também na concentracdo 1/3 do normal como as
solucdes de inundagdo, item 8.3.7) a qual seria “tratada”. No caso das plantas que foram
inundadas em solugdo +N e seriam “recuperadas” em solucdo —N, os vasos das mesmas
foram, imediatamente apds a drenagem da solu¢do de inundacdo, mergulhados duas vezes
em dgua destilada, drenados e entdo mergulhados em solu¢do —N e drenados novamente.
Ap6s estes procedimentos iniciais, a cada 3 dias as plantas recebiam 100 mL de solucdo —N

ou +N diretamente nos vasos. Nos demais dias, foram irrigadas com dgua comum.

Os tratamentos foram os seguintes:

46



Tabela 2: Descri¢do das siglas utilizadas para descrever os tratamentos do experimento V1.

Sigla Descricao dos tratamentos
C4 -N Controle 4 dias ap6s inicio do exp. Tratado com Sol -N
4D -N Inundada durante 4 dias em Sol -N
4D3D -N-N Inundada durante 4 dias em Sol -N e recuperada em Sol -N durante 3 dias
4D3D -N+N Inundada durante 4 dias em Sol -N e recuperada em Sol +N durante 3 dias
C7-N Controle 7 dias ap6s inicio do exp. Tratado com Sol -N
4D9D —-N-N Inundada durante 4 dias em Sol -N e recuperada em Sol -N durante 9 dias
4D9D -N+N Inundada durante 4 dias em Sol -N e recuperada em Sol +N durante 9 dias
C13-N Controle 13 dias apds inicio do exp. Tratado com Sol -N
C4 +N Controle 4 dias ap6s inicio do exp. Tratado com Sol +N
4D +N Inundada durante 4 dias em Sol +N
4D3D +N-N Inundada durante 4 dias em Sol +N e recuperada em Sol -N durante 3 dias
4D3D +N+N | Inundada durante 4 dias em Sol +N e recuperada em Sol +N durante 3 dias
C7 +N Controle 7 dias ap0s inicio do exp. Tratado com Sol +N
4D9D +N-N Inundada durante 4 dias em Sol +N e recuperada em Sol -N durante 9 dias
4D9D +N+N | Inundada durante 4 dias em Sol +N e recuperada em Sol +N durante 9 dias
C13 +N Controle 13 dias ap6s inicio do exp. Tratado com Sol +N

Foram coletados os nddulos, raizes e a seiva do xilema. Foram feitas as extracdes

em MCW e NaOH a 0,1 M, das raizes e nédulos. Foram analisados o perfil de aminoacidos

em HPLC, actucares soliveis totais, sacarose, URE e proteinas totais em todas as amostras.

8.3.3.7 Expto. VII: Atividade da nitrogenase, ap6s inundacao e recuperacao

Para o experimento de atividade da enzima nitrogenase, as plantas foram retiradas

dos vasos com vermiculita (onde eram cultivadas) e colocadas em vasos especiais 0s quais

podem ser vedados hermeticamente para a andlise da nitrogenase. Cada vaso continha uma

planta, numa mistura de 1:2 (vermiculita fina: argila expandida). Os tratamentos foram:
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Controle, 3 (3D) e 5 dias (5D) de inundagdo e 1 (--1D) e 2 (--2D) dias de recuperagdo.
Foram feitas trés repeticdes em cada tratamento. Todas as plantas usadas neste experimento
ficaram um dia sob “aclimata¢do” nos vasos com o novo substrato antes de se iniciarem os

tratamentos.

A atividade da nitrogenase foi determinada “in situ”, pelo acompanhamento da

evolucdo do Hz. O método esta detalhado mais adiante no tépico 8.3.11.

8.3.4 Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada entre as 10:00 e 13:00 horas, segundo
McClure & Israel (1979). As plantas foram seccionadas com auxilio de um bisturi abaixo
do no6 cotiledonar. Para melhor uniformidade no corte, e saida do exsudato do xilema, apos
a seccdo com bisturi, o tecido foi uniformizado com auxilio de ldmina de barbear. A seiva
foi coletada por meio de micro-capilares de 50 uL. de capacidade. A seiva coletada foi
imediatamente transferida para tubos tipo “eppendorf’ de 1,5 mL de capacidade, mantidos
em isopor com gelo. A coleta durou entre 30 a 40 minutos (min.), uma vez que quase
sempre, os nddulos nas raizes também seriam coletados posteriormente. A seiva coletada

era armazenada em freezer -20°C até as analises.

8.3.5 Coleta da seiva do floema

A seiva do floema foi coletada segundo método proposto por Neo & Layzell,
(1997). As plantas foram seccionadas da mesma maneira descrita para a coleta do xilema.
Neste caso, a parte aérea era o material vegetal de interesse. A parte aérea seccionada era
borrifada com 4gua destilada, coberta com sacos plasticos pretos e colocada em recipiente
contendo solucio de EDTA a 5 mM preparada em tampao de fosfato de sddio
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(NaH2PO4/NaHPO4) a 5 mM, pH = 6,0 onde os caules foram novamente seccionados, em
regido imersa neste tampao. Imediatamente as plantas foram transferidas para tubos (tipo
“falcon) com capacidade de 13 mL, de modo que a por¢do cortada dos caules ficava
imersa em 5 mL do tampao. Os tubos com a parte aérea das plantas foram imediatamente
armazenados no escuro em camaras com temperatura constante de 22°C, com elevada
umidade durante 3 horas. Decorridas as 3 horas a parte aérea foi descartada, os tubos foram
coletados e armazenados em freezer -20°C até as andlises. Para as andlises a solucdo
coletada foi concentrada e levemente acidificada com HCI a 0,1 M (1:10) para a

precipitacdo do EDTA.

8.3.6 Coleta dos nodulos

Para a coleta dos nddulos, depois de serem submetidas aos tratamentos, as raizes
foram lavadas para a retirada da vermiculita em dgua de torneira, logo em seguida em dgua
destilada e imediatamente imersas em banho de gelo, em recipiente contendo gelo e dgua
destilada. Em seguida, os nodulos foram destacados do sistema radicular, “secos” em papel
absorvente para retirar o excesso de dgua e imediatamente congelados em N> liquido e

armazenados em freezer a -20°C até a extragao.

8.3.7 Solucao nutritiva

As plantas foram cultivadas todo o periodo até a montagem dos experimentos com

solugdo de Hoagland & Arnon (1950) sem fonte de N mineral como descrito abaixo:

Solucdo —N: MgS04.7H20 (2 mM); KH2PO4 (1 mM); CaS0O4.2H>0 (2 mM), KoSO4 (2
mM); H3BOs3 (0,046 mM); MnCl».4H>0 (9,1 uM); ZnSO4.7H20 (0,765 pM); CuSO4.5H>0
(0,32 uM); H:MoOs (0,56 uM).
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Para o experimento em que solucdo com nitrato (NO3") foi utilizada (Solugdo +N),
somente KNO3 a 15 mM (concentragdo final) foi acrescido a solu¢do anteriormente

descrita.

Todos os macronutrientes e micronutrientes foram adicionados no preparo das
solugdes nutritivas, exceto o ferro, que foi acrescentado apenas no momento de irrigar as
plantas com a solu¢@o nutritiva. Dessa forma, acrescentou-se a solu¢do —N, 1 mL.L", de
uma solu¢do de Fe-EDTA 1000 vezes concentrada, contendo Na-EDTA (33,2 g.L'l);

FeS04.7H,0 (25 g.L'Y) e NaOH (3,65 g.L'!).

Para a montagem dos experimentos, as solu¢des utilizadas para inundar as plantas

foram diluidas trés vezes em relagdo a forca idnica original.
8.3.8 Replicaciao e manutencio dos rizébios

Os rizébios utilizados neste trabalho, foram os da espécie Bradyrhizobium elkanii,
estirpe SEMIA 5019 (SMS 463), os quais foram replicados e mantidos em meios de cultura

segundo método proposto por Norris & Date (1976), com pH 6,8 - 7,0.

Os meios foram preparados utilizando os seguintes reagentes: K;HPO4 (0,5 g. L),
MgS04.7H20 (0,8 g.L'h), NaCl (0,1 g.L'"), FeCl3.6H,O (0,01 g.L'), extrato de levedura
(0,8 g.L'"), manitol (10 g.L'') e 5 mL de azul de bromotimol a 0,5% (p/v) em metanol. O

meio sélido foi obtido adicionando-se 15 g.L"!' de 4gar ao meio liquido.

Ap6s serem autoclavados a 120°C por 20 minutos, os meios foram inoculados em
camara de fluxo laminar e incubados a temperatura ambiente em torno de 28-30°C. Os

tubos com meio sélido foram mantidos em repouso e os frascos com meio liquido, apds
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terem sido inoculados foram incubados sob agitacdo, por um periodo de 3 a 4 dias, quando
a suspensdo de bactérias atingiu uma quantidade em torno de 109 células vidveis.mL! de

UFC - unidades formadoras de colonias.

Para inoculacdo nas plantas e sementes foram utilizados os meios de cultura

liquidos, os quais foram diluidos 10 vezes com dgua destilada, antes de serem aplicados.

8.3.9 Analises bioquimicas

8.3.9.1 Extracao dos nédulos

Para extracdo, 1g de massa fresca (MF) de nédulos foi macerado em N> liquido e
extraido em 10 mL de MCW (metanol:cloroférmio:agua/12:5:3) durante 3 horas, quando os
tubos foram agitados entre 3 a 4 vezes. Apds esse tempo os tubos foram centrifugados por
20 minutos e em seguida 8 mL desse extrato foram retirados (o volume restante foi medido
e descartado) e adicionados 3 mL de dgua e 2 mL de cloroférmio. Os tubos foram agitados
e deixados em repouso. Uma hora depois, os tubos foram centrifugados durante 30
minutos. Aproximadamente 8 mL foram coletados da por¢ao aquosa (superior) € a por¢ao
cloroférmica foi descartada. Para concentrar o extrato e remover residuo de cloroférmio o
extrato foi mantido em banho-maria a 40°C por 18 horas perdendo cerca de 20 a 25% do
volume inicial. Posteriormente as amostras foram retiradas do banho, e os tubos em que
estavam contidas foram vedados e armazenados em freezer -20°C até as andlises. No

extrato MCW foram analisados, aminodcidos, actcares soluveis totais, sacarose e ureideos.

Para anélise de amido e proteinas totais, 1g de MF de nddulos foi extraido em 5 mL

de, acido perclorico (PCA) a 30% (30 minutos) e NaOH a 0,1 M (24 horas), ambos sob
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agitacdo. Apds o periodo de extragdo o extrato foi centrifugado durante 30 minutos. O

sobrenadante foi armazenado em freezer até as andlises e o pellet descartado.
8.3.9.2 Determinacao do teor de aminoacidos livres totais

O teor de aminodcidos nas amostras foi determinado com ninhidrina pelo método de
Yemm & Cocking (1955), usando leucina como padrdo. Extratos das amostras MCW de
noédulos, foram devidamente diluidos em dgua para volume de 1 mL, em tubos de ensaio,
aos quais foram acrescidos 0,5 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH 5,0); 0,2 mL do reagente
de ninhidrina a 5% [ninhidrina - Merck® 5% em metil-celusolve (éter monoglicdlico de
etilenoglicol - Merck®) reagentes especificos para determinacdo de aminodcidos] e 1 mL
de KCN a 2% (v/v) em metilcelusolve (preparada a partir de uma solugdo a 0,01 M de KCN

com 4gua).

Os tubos foram agitados, tampados com bolas de vidro e transferidos para banho-
maria a 100°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados no escuro até atingir
a temperatura ambiente. Posteriormente, acrescentou-se 1,0 mL de etanol a 60% e os tubos
foram agitados. O mesmo procedimento foi realizado para leitura do branco para calibracao
(zero) do espectrofotdmetro e para curva padrdo de leucina (20 a 100 nmol.mL™"). A

densidade oOptica foi determinada espectrofotometricamente a A = 570 nm.
8.3.9.3 Determinacao do teor de actcares soliveis totais (AST) e amido

A dosagem dos agtcares soliveis totais e amido foi feita segundo método proposto
por Graham & Smydzuc, (1965) com reagente de antrona, usando glicose como padrao.
Neste procedimento o reagente de antrona é preparado utilizando-se 150 mg de antrona
(Sigma®) e 100 mL de 4cido sulfurico [H2SO4 (95%)]. Apds a dissolucdo da antrona no
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acido sulftrico, o reagente foi mantido em freezer a -20°C. Para a reacdo os tubos foram
mantidos em bandeja com gelo. Foi utilizado 1 mL de amostra, ao qual foi acrescido 3 mL
do reagente de antrona gelado. Os tubos foram vedados com bolas de vidro, e mantidos em
repouso por 15 minutos. Em seguida foram colocados em banho-maria a 90°C durante 20
minutos. Apds resfriarem no escuro a temperatura ambiente, a densidade Optica foi
determinada espectrofotometricamente (A = 620 nm). Foram realizados simultaneamente a

dosagem do branco e da curva padrio de glicose que foi de 0,14 a 1,4 pmol.mL.
8.3.9.4 Determinacio do teor de sacarose

A dosagem de sacarose foi feita segundo método proposto por Van Handel (1968)
usando sacarose como padrao. Para o preparo do reagente de antrona, foram usados 150 mg
de antrona (Sigma®), 76 mL de [H2SO4 (95%)] e 30 mL de 4dgua deionizada. A solucdo de
KOH a 30% foi preparada em 4gua deionizada. Para a reacdo foram utilizados 100 pL de
amostra, aos quais foram acrescidos 100 uL de KOH a 30% (para destruir agucares
redutores). Os tubos foram entdo vedados, homogeneizados e mantidos em banho-maria a
100° C durante 10 minutos. Apds resfriarem a temperatura ambiente foram acrescentados 3
mL do reagente de antrona. Em seguida os tubos foram novamente vedados,
homogeneizados e aquecidos a 40°C por 15 minutos. Apds resfriarem no escuro a
temperatura ambiente, foi feita a leitura nas mesmas condi¢des usadas para AST e amido.
Foram realizadas simultaneamente a dosagem do branco e da curva padrao de sacarose que

foi de 0,07 a 1,4 umol.mL".
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8.3.9.5 Determinacao do teor de ureideos

A quantificacdo de ureideos totais foi baseada no método de Vogels & van der Drift
(1970) utilizando alantoina como padrdo. A reacdo se da inicialmente pela hidrdlise
alcalina da alantoina em alantoato, na qual se utilizaram 250 pL de amostra, branco ou
padrdes (13 a 80 nmol.mL™! de alantoina), 500 uL de 4gua deionizada e 250 puL de NaOH a
0,5 M. Em seguida, os tubos foram vedados com bolas de vidro e mantidos em banho-
maria a 100°C por 8 minutos. Apos resfriarem a temperatura ambiente, foram acrescidos
250 pL de HCI a 0,65 M para a hidrolise 4cida. Os tubos foram novamente vedados,
mantidos em banho-maria a 100°C por 4 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados
novamente a temperatura ambiente. Foram entdo acrescidos 250 puL de tampao fosfato [0,4
M pH 7,0 (Na,HPO4.12H>O/ KH2PO4)] e 250 pL de fenilhidrazina a 0,33%. Os tubos
foram em seguida agitados e mantidos em repouso por 5 minutos. Decorrido este tempo, 0s
tubos foram resfriados em banho de gelo, onde permaneceram até a adi¢do de 1,25 mL de
HCI concentrado e gelado. Em seguida foram adicionados 250 pL de ferricianeto de
potéssio [K3FeCNg] a 1,65%. Os tubos foram agitados € mantidos no escuro a temperatura

ambiente durante 15 minutos para posterior leitura em espectrofotdmetro (A = 535 nm).

8.3.10 Analise do perfil de aminoacidos por HPLC

A separacdo e andlise de aminodcidos foi conduzida com base no sistema OPA (o-
ftaldialdeideo) (Benson & Hare 1975; Jarrett et al., 1986) modificado no nosso laboratério
(Marur et al., 1994). De acordo com este método, os aminodcidos sdo primeiro
transformados nos respectivos derivados OPA e separados em seguida por cromatografia

liquida de alto desempenho (HPLC).
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A concentracdo de aminodcidos (totais) foi ajustada, quando necessdrio, para a faixa
de 0,2 a 1,0 pmol.mL™! por diluicdo com dgua. Uma aliquota de 20 uL foi misturada com
60 uL do reagente OPA (50 mg de OPA dissolvidos inicialmente em 1 mL de metanol,
depois acrescidos de 6,5 mL de tampao borato-NaOH, pH 9,5 e, no dia de uso, mais 10 uLL
de 2-mercaptoetanol para cada 1,25 mL de OPA-Borato). Apds 2 minutos de reagdo com
OPA, uma aliquota de 10 pL foi injetada na coluna do HPLC. A coluna (ODS-2 Superpac,
tipo C18, 250 x 4,6 mm) foi eluida, com fluxo de 0,8 mL/min. por um gradiente formado
por quantidades crescentes de metanol a 65% (Tampao “B”’) em relacdo ao tampao fosfato,
pH 7,25 (Tampao “A” - Na,HPO4 a 50 mM, C,H3NaO; a 50 mM, 1,5 mL de 4cido acético
glacial, 20 mL de tetrahidrofurano, e 20 mL de metanol em 1 Lde solu¢do). O gradiente foi
programado para aumentar a propor¢do de “B” em relagdo a “A” de 20 a 58% nos
primeiros 35 minutos, seguidos por 58 a 95% durante o periodo de 35 e 60 min. e de 95 a

100% entre 60 e 61 min.

A saida da coluna foi monitorada por um detector de fluorescéncia (Shimadzu
modelo RF10AxL) ajustado em 265 nm (luz de excitagdo) e 450 nm (emissdo de

fluorescéncia).

A concentragdo de cada aminodcido nas amostras foi determinada pela relagdo entre
a drea dos picos integrados das amostras, aos picos integrados de um padrao Sigma® AAS-
18, com os aminoacidos (ASP, GLU, SER, HIS, GLY, THR, ARG, ALA, TYR, MET,
VAL, PHE, ILE, LEU e LYS), aos quais foram adicionados os aminodcidos ASN, GLN e

GABA, todos 2 concentracdo de 50 nmol.mL™".
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8.3.11 Atividade da nitrogenase

A atividade da enzima nitrogenase foi determinada “in situ”, pelo acompanhamento
da evolucao do Hz, em um sistema com um fluxo de 500 mL.min"! de uma mistura de gases
(80% Na2: 20% Oz — Ar sintético), livre de H», e regulado por um controlador de fluxos.
Neste sistema, um volume conhecido do gds passa por um vaso contendo, neste caso, uma
mistura de vermiculita fina e argila expandida (1:2) em que estd o sistema radicular da
planta intacta (Fig. 1). Em seguida o fluxo de gis segue por uma coluna mergulhada em
gelo e depois passa por um agente dessecante [perclorato de magnésio - Mg(ClO4)2] cujo
objetivo é condensar o vapor de dgua para evitar possiveis danos aos detectores. Um
volume de 200 mL deste gis foi desviado para o detector de H> (Qubit systems, Inc.,
Kingston, Ontdrio, Canadd) com o auxilio de uma bomba e o restante foi descartado. Este
detector foi previamente calibrado utilizando-se uma mistura padrao 80%N»: 20%0O> com
teor de Hz conhecido (a partir de um padrao de 2000 ppm, White Martins). Finalmente, os
gases passaram por um sensor de O;. Durante os ensaios, variagdes no teor de H, foram
acompanhadas utilizando o software “Data Logger”. Um sensor de temperatura também
estava acoplado ao sistema. Este sensor era calibrado diariamente, antes do inicio de cada

ensaio.

56



Mixing

Vessel
Mass Flow

Monitor/
Controller

Pressure

Regulator

H2 Sensor

3-Way
Valve

Alicat 3 ER:Q ke
in Sen
Mess Flow Conderser Flow 02 Sensor
Controller T~~_in lce Bucket Met er

N2:02 Ar: 02 H2 Standard

Figura 1: Esquema do equipamento de medicdo da atividade aparente da nitrogenase pela
evolucdo de Hz. Vaso hermeticamente vedado com a raiz da planta intacta. O gas entra pela

conexao a direita e sai pela conex@o na por¢do superior do vaso, seguindo para os sensores.

O célculo das concentracdes foi obtido a partir da equacdo dos gases ideais (PV =
nRT) em que: (P = pressdo; V = volume; n = nimero de moles; R = 8,314 J/mol/K; T =

temperatura).

A determinacdo da atividade aparente da nitrogenase foi obtida quando um fluxo
conhecido (500 mL.min") de Na: O foi passado pelo material vegetal. O sensor de Ha
mede a taxa de evolucao de H» na saida do vaso em que estd o sistema radicular. Esta € uma
medida aparente da atividade da nitrogenase, pois, dos 8 elétrons liberados pela atividade
da enzima, apenas 2 sdo utilizados para reduzir os H*, enquanto o restante é utilizado para
produzir a amonia. Neste caso, a evolucdo do H» corresponde apenas a 25% da atividade
total da enzima, embora seja equivalente a transformacdo molar de N> (1 mol N> = 1 mol

H»):

N, + 8H' + 8¢ — 2NH3 + H»

57



8.3.12 Delineamento experimental e analise dos dados

Todos os experimentos foram realizados com delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés ou quatro repeticdes, onde cada planta foi uma unidade
experimental. Quando necessario, os dados foram submetidos a anélise de variancia e, nos
casos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, pelo uso do software estatistico VARPC, desenvolvido pelo professor e
orientador deste trabalho, Dr. Ladaslav Sodek, do Departamento de Biologia Vegetal do

Instituto do Biologia, da Universidade Estadual de Campinas.
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8.4 RESULTADOS

8.4.1 Experimento I: Aminoacidos do nédulo apés inundacao por periodos curtos (até

6 horas)

Este experimento foi um ensaio preliminar visando determinar a partir de que
momento a inundagdo ja interfere no perfil de aminoécidos dos nddulos. Partindo dos
resultados obtidos prosseguimos para os experimentos seguintes.

Neste experimento plantas de soja noduladas ficaram inundadas entre 5 minutos até
6 horas. Conforme pode ser observado na Figura 2, em condi¢des normais (controle), ASN
€ o aminodcido mais representativo no nddulo, responsdvel por mais de 35% do pool de
aminodcidos, seguido por GLU (aproximadamente 17%) e SER (aproximadamente 12%).
A andlise da composicdo de aminodcidos no nddulo nos diferentes tempos de inundagdo
revelou que hd uma reducdo gradual na composi¢do de GLN e ASP (de aproximadamente
40%) a partir de 5 minutos € de ASN (de aproximadamente 28%) a partir de 2 horas e
aumento na composi¢cdo de GABA (de aproximadamente 28%) a partir de 45 minutos de
ALA (de aproximadamente 28%) a partir de 5 minutos de alagamento (Fig. 2). Quanto ao
teor de aminodcidos totais, observou-se que nao ha diferenca entre os tratamentos

analisados (dados ndo apresentados).
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Figura 2: Composicao de aminoédcidos (mol %) nos nédulos de plantas de soja apds 5, 15,
30, 45, 60, 120, 240 e 360 minutos de inundagdo e tratamento ndo inundado (0 min)
(controle). Os dados representam a média (n=3).

8.4.2 Experimento II: Aminoacidos do noédulo apés inundacdo por periodos

prolongados (até 5 dias)

Neste experimento no qual as plantas ficaram inundadas de 4 horas até 5 dias,
observaram-se as mesmas alteragdes na composi¢ao de aminoacidos do nédulo observadas
no experimento anterior, mas em maior grau. J com 4 horas houve redu¢ao do ASP (86%)
e GLN e aumento da ALA e GABA. Também foi observado aumento de ILE, LEU, VAL e
PHE. Estes quatro ultimos aminodcidos, contudo, representam menos de 3% dos
aminodcidos totais, e estdo incluidos em outros aminodcidos no gréfico (Fig. 3). A principal
alteracdo observada foi a reducdo acentuada da ASN que no controle corresponde a 47
mol%, a partir de 4 horas diminuiu para 28 mol% e para menos de 3 mol% em 4 dias, ou

seja uma reducdo de 93% e aumento de GABA de 10 para 40%. Claramente, o nivel de
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ASN no nédulo foi altamente prejudicado pela inundagdo. Ndo houve diferenca

significativa entre o teor de aminodcidos livres totais entre os tratamentos avaliados (Fig.

4), portanto as variacdes na composicdo (Fig. 3) representam alteragdes no perfil destes

aminoacidos.
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Figura 3: Composi¢do de aminoacidos (mol %) nos nddulos de plantas de soja apds 4, 8,
24, 48, 72, 96, e 120 horas de inundagdo e tratamento ndo inundado (0). Os dados

representam a média (n=3).
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Figura 4: Teor de aminodcidos totais (umol.gMF!) nos nédulos de plantas de soja apés 4,
8, 24, 48, 72, 96, e 120 horas de inundagdo e tratamento ndo-inundado (0). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrao.

8.4.3 Experimento III: Aminoacidos do noédulo apés inundacdo por periodos

prolongados e recuperacio

No experimento III, onde as plantas foram inundadas entre 8 horas e 3 dias e
mantidas em recuperacdo por 1, 3 e 5 dias, através da andlise da composi¢do de
aminodcidos nos ndédulos, observou-se nos tratamentos de inundacdo as mesmas alteracoes
encontradas nos experimentos anteriores. Com relagdo aos tratamentos de recuperacao,
observou-se que o grau de recuperagdo variou conforme o aminodcido. As alteracdes pos
recuperacdo foram avaliadas nos aminodcidos afetados pela inundacdo, GLN, ASP, ASN

que diminuiram com a inundacdo e GABA e ALA que aumentaram.

A composicdo de GABA diminuiu apds 3 dias de recuperacio nos trés tratamentos

de inundacdo aplicados. Ou seja, mesmo apds 3 e 5 dias de inundagdo a porcentagem de
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GABA recuperou-se apds 3 dias de drenagem. A ALA também volta aos valores normais
(diminuiu) com 3 dias de recuperac@o apds os 3 dias de inundagdo aplicados. Para ASP a
recuperacdo € mais rdpida, o aumento as porcentagens normais, encontradas em plantas
nao-inundadas ja ocorreu com 1 dia de recuperagdo em todos os 3 tratamentos de inundagao
(Fig. 5). Para a GLN a recuperacdo variou com o tempo em que a planta permaneceu
inundada, sendo que com 8 horas (8H) e 1 dia (1D) ela retorna aos valores observados no
controle. Entretanto, apds 3 dias de inundagdo a recuperagdo foi mais lenta, e a GLN s6
recuperou-se apos 3 dias de recuperagdo. J4 para a ASN para a qual a recuperacdo também
variou segundo o tempo de inundacdo, as plantas que ficaram 8H e 1D inundadas,
retornaram as porcentagens normais semelhantes as encontradas em plantas nio inundadas,
somente apds 3 dias de recuperacdo (Fig, 5). Contudo, plantas submetidas a 3 dias de
inundacdo ndo apresentaram uma recuperacao total e comecam a se recuperar com 5 dias de
drenagem, mas os valores ndo alcancaram aqueles encontrados em plantas controle. Por
exemplo, numa planta controle a porcentagem de ASN nos nddulos que é de
aproximadamente 42%, em 8H, 1D e 3D diminuiu respectivamente para 27%, 15%, 15%.
Plantas inundadas por 1 dia e drenadas por 3 dias apresentam 38% de ASN e plantas
inundadas por 3 dias e drenadas por 3D e 5D apresentam respectivamente 25% e 30% de
ASN. O aminoédcido ASN, que é o principal aminodcido presente no ndédulo, nido se

recuperou aos valores iniciais mesmo apds 5 dias de drenagem (Fig. 5).
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Figura 5: Composi¢ao de aminodcidos (mol %) nos nédulos de plantas de soja apds 8 horas
(8H), 1 (1D) e 3 dias (3D) de inundacio e plantas sob estes mesmos regimes de inundacao,
que foram drenadas e mantidas em recuperacdo do estresse por 1 dia (8HID, 1DID,
3D1D), 3 dias (8H3D, 1D3D, 3D3D) e 5 dias (8H5D, 1D5D, 3D5D) e tratamento nao-
inundado (C) analisado em 0, 1 e 3 dias. Os dados representam a média (n=3).

8.4.4 Experimento IV: Aminoacidos do xilema apoés inundacdo por periodos

prolongados (1 a 5 dias) e recuperacao

Neste experimento foi avaliada a composicdo de aminodcidos apenas na seiva do
xilema. Foi observado um padrao diferente do observado para os nddulos, comegando pela
propor¢do de aminoécidos na seiva do xilema nos tratamentos controle que € bem diferente
daquela encontrada em nddulos. Na seiva do xilema, GLN representa em torno de 14% dos
aminodcidos (Fig. 6), enquanto no nédulo pouca GLN ¢ detectada (em torno de 3%) (Fig.
5). Ainda no controle observa-se que ASN representa 46% seguida de ASP (12%) e GLU

(6%).
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Considerando as plantas inundadas em relacdo ao controle, observa-se que com 1
dia de inunda¢@o ha reducio na composi¢do de GLN (14% para 3%) e de ASN (46% para
23%), e em contrapartida ha aumento de ASP (12% para 29%), SER (2,5% para 13%) e

ALA (1,2% para 6,4%).

A quantidade de ASN e GLN diminuiu com a inundagdo, e a recuperagcao ocorreu
conforme o tempo de inundacdo, quanto mais longo o tempo de inundacdo, mais lenta a
recuperacdo. Com 1 e 3 dias de inundacdo e apos 3 dias de recuperagdo, a ASN retornou
aos valores iniciais (controle). Contudo, o mesmo ndao foi observado apds 5 dias de
inundagdo, quando a ASN ndo se recuperou, sendo este mesmo efeito observado nos

nodulos (Fig. 5).

A composicdo de ASP ainda € alta com 1 dia de recuperagdo, apds os trés periodos
de inundagdo. Este aminoicido comeca a atingir seu valor original (semelhante ao
tratamento ndo inundado), somente com 3 dias de recuperacdo para as plantas que ficaram
inundadas por 1 e 3 dias e ndo retornou nas plantas inundadas por 5 dias, mesmo 3 dias

apos a drenagem (5D3D) (Fig. 6).

Com relacdo a recuperagdo (diminui¢do) de ALA, nas plantas que ficaram
inundadas por 1 dia, a recuperagdo ja ocorre com 1 dia (1D1D). Entretanto, um efeito
reverso € observado nos tratamentos de 3D1D e 5D1D (plantas inundadas por 3 e 5 dias e
drenadas apds 1 dia) onde a composicao de ALA € ainda maior do que a observada nos
tratamentos de inundagdo em relagdo ao tratamento controle. Nestes tratamentos (3D1D e
5DI1D), ALA correspondia a respectivamente 23 e 29 mol%, sendo que no tratamento

controle correspondia apenas a 1,2 mol% e com 3 e 5 dias de inundagdo, correspondia a 35,1
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e 6,4 mol%, respectivamente. Mas apds 3 dias de recuperacdo, a composicdo de ALA
comeca a diminuir, sendo que nas plantas que permaneceram inundadas por 3 dias, houve
recuperacgdo total deste aminodcido, mas nas plantas que permaneceram 5 dias inundadas
ALA diminuiu, mas ndo alcancou os valores encontrados no tratamento controle. Isto
mostra que a recuperagdo de ALA na seiva do xilema € varidvel e ocorre de acordo com o

periodo em que as plantas permanecem inundadas.

Com relagdo ao teor de aminodcidos totais na seiva do xilema, observa-se que
houve algumas variacdes entre os tratamentos (Fig. 7). Nas plantas inundadas por 3 e 5 dias
os teores de aminodcidos totais foram maiores em relacdo aos demais. Mas também foi
verificado um aumento no tratamento de 1D3D. Em relacdo ao controle, observa-se que o
teor de aminodacidos totais € reduzido nos tratamentos 3D1D, 5D1D e 5D3D, conforme se

observa na Figura 7. As demais variagdes nao foram significativas (p>0,05).
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Figura 6: Composi¢cao de aminodcidos (mol %) na seiva do xilema de plantas de soja apds
1 (ID), 3 dias (3D) e 5 dias (5D) de inundagdo e plantas sob estes mesmos regimes de
inundacdo, que foram drenadas e mantidas em recuperacao do estresse apos 1 dia (1D1D,
3D1D, 5D1D) e 3 dias (1D3D, 3D3D, 5D3D) e tratamento nao-inundado (C1). Os dados
representam a média (n=3).
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Figura 7: Teor de aminodcidos (nmol.mL™") na seiva do xilema de plantas de soja apés 1
(1D), 3 dias (3D) e 5 dias (5D) de inundacdo e plantas sob estes mesmos regimes de
inundacdo, que foram drenadas e mantidas em recuperacao do estresse apos 1 dia (1DI1D,
3D1D, 5D1D) e 3 dias (1D3D, 3D3D, 5D3D) e tratamento nido-inundado (C1). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrdo. As letras representam
médias significativamente distintas (p<0,05).
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8.4.5 Experimento V: Aminoacidos dos nédulos e floema apo6s inundacao por periodos

prolongados (1 a 8 dias) e recuperaciao

Neste experimento de inundagdo e recuperagdo, em que as plantas ficaram 1, 3, 5 e
8 dias inundadas, e mantidas em recuperacdo por periodos iguais (1, 3, 5 e 8 dias), foi
avaliado o perfil de aminoicidos da seiva do floema e dos nddulos. Em relagdo a
composi¢ao de aminodcidos (mol%) na seiva do floema, observou-se que os principais

aminodcidos em plantas controle foram, respectivamente, GABA, SER, ALA, ASN e ASP.

Para os periodos de inundacdo 5 e 8 dias, observou-se que SER aumentou (Fig. 8).
Mas voltou a diminuir apos 3 ou 5 dias de drenagem (Fig. 8). A composicdo de ASN nado
diferiu entre o tratamento controle e inundado nos tratamentos de 1, 3 e 8 dias de
inundacao, apenas no tratamento de 5 dias. Porém, a composicao de ASN foi varidvel entre
os tratamentos de recuperacdo apos 1, 3 e 8 dias de inundacgdo (Fig. 8). Nos tratamentos de
recuperagdo efetuados apds 1 dia de inundagdo (1D3D, 1D5SD e 1D8D), o nivel de ASN
aumenta em relacdo aos demais (Fig. 8 A). O mesmo € observado no tratamento 3D5D
(Fig. 8 B), e o oposto € observado nos tratamentos de 8D5D e 8D8D, em que ASN diminui

em relacdo aos demais (Fig. 8 D).

O teor de GABA ¢ maior nos tratamentos de recuperacdo 1D3D, 3D5D, 3D8D,
5DSD, 5D8D e nos tratamentos controle C8 e C16. Verificou-se que o teor de GABA
diferiu entre controle e inundado somente com 5 dias de inundacdo, quando o teor de
GABA ¢ maior no controle. Os niveis de GLU, ASP e ALA ndo variaram de maneira

considerdvel entre os tratamentos (Fig. 8).
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Figura 8: Composi¢do de aminodcidos (mol %) na seiva do floema de plantas de soja apds
1 (A), 3 (B),5 (C) e 8 dias (D) de inundagdo e plantas sob estes mesmos regimes de
inundacdo, que foram drenadas e mantidas em recuperacdo do estresse por 1, 3, 5 e 8 dias;
Tratamentos controle ndo-inundado coletados apos, 1, 8 e 16 dias. Os dados representam a
média (n=3).

Quanto ao perfil de aminodcidos nos nédulos (Fig. 9), observa-se o mesmo padrdo
encontrado nos experimentos 2 e 3, uma reducido acentuada de ASN e um aumento de

GABA na inunda¢do. Com os tratamentos de recuperagdo, ASN recupera-se lentamente e
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quanto maior o periodo de exposicdo ao estresse mais longo o periodo de recuperacdo. Com
excecdo do experimento em que as plantas ficaram inundadas por 8 dias, em todos os
demais ASN retornou aos valores “iniciais” correspondentes aqueles encontrados no
controle, ou seja, recuperou-se totalmente apds 8 dias de recuperacdo. Entretanto, nos
experimentos anteriores onde o tempo maximo de recuperacdo foi 5 dias, os valores de
ASN nao foram restabelecidos. Observa-se que, com o decorrer dos dias de recuperagdo, ao
mesmo tempo em que ASN aumentou e atingiu os valores semelhantes aos observados no
tratamento controle, GABA diminuiu e também retornou aos valores das plantas ndo
inundadas apds 8 dias de recuperacdo. Quanto a GLN que normalmente representa em
torno de 1% dos aminodcidos do nddulo, esta praticamente desapareceu nos tratamentos de
inundacdo, mas a recuperacdo € mais rapida que a da ASN, sendo observada ja com 1 dia
de recuperacdo apds todos os periodos de inundacdo observados. Quanto ao ASP, assim
como GLN, que teve grande reducdo no tratamento de inundacdo em relacdo ao controle e a

recuperagdo também foi rapida.
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Figura 9: Composi¢do de aminoacidos (mol %) nos nédulos de plantas de soja apos 1 (A), 3
(B), 5 (C) e 8 dias (D) de inundacdo e plantas sob estes mesmos regimes de inundagdo, que
foram drenadas e mantidas em recuperacdo do estresse por 1, 3, 5 e 8 dias; Tratamentos
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controle ndo-inundado coletados apds, 1, 8 e 16 dias. Os dados representam a média (n=3).

tratamentos (p>0,05) em que o valor médio foi 18,9 pmol.gMF! (Fig. 10).
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Quanto aos aminodcidos totais, ndo houve uma diferenca significativa entre os
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Figura 10: Teor de aminodcidos totais (umol.gMF™') nos nédulos de plantas de soja apés 1,
3, 5 e 8 dias de inundacdo e plantas sob estes mesmos regimes de inundagdo, que foram
drenadas e mantidas em recuperacdo do estresse por 1, 3, 5 e 8 dias; Tratamentos controle
nao-inundado (C) coletados apds, 1, 8 e 16 dias. Os dados representam a média (n=3). As
barras representam o erro padrao.

Os valores encontrados na andlise de aguicares livres totais e de sacarose do nddulo
ndo diferiram significativamente entre os tratamentos de maneira geral (dados ndo
apresentados). No entanto, o teor de amido variou de maneira significativa entre os
tratamentos (p<0,05) sendo que os tratamentos de inundacio 3D e 5D apresentaram valores
mais baixos do que os demais (ndo inundado e recuperacdo) e os tratamentos de
recuperagdo 8D3D e 8DSD apresentaram os valores mais elevados (Fig. 11). Quanto ao
teor de ureideos, 0 mesmo padrdo foi observado. Foram encontrados menores teores de

ureideos nos tratamentos de inundacao (Fig. 12).
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Figura 11: Teor de amido (umol.gMF!) nos nédulos de plantas de soja apés 1, 3, 5 e 8 dias
de inundagdo e plantas sob estes mesmos regimes de inundacdo, que foram drenadas e
mantidas em recuperacdo do estresse por 1, 3, 5 e 8 dias; Tratamentos controle nao-
inundado (C) coletados ap6s, 1, 8 e 16 dias. Os dados representam a média (n=3). As barras
representam o erro padrdo. As letras representam médias significativamente distintas
(p<0,05).
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Figura 12: Teor de ureideos (umol.gMF™!) nos nédulos de plantas de soja apés 1, 3, 5 e 8
dias de inundacdo e plantas sob estes mesmos regimes de inundagdo, que foram drenadas e
mantidas em recuperacdo do estresse por 1, 3, 5 e 8 dias; Tratamentos controle nao-
inundado (C) coletados ap6s, 1, 8 e 16 dias. Os dados representam a média (n=3). As barras
representam o erro padrdo. As letras representam médias significativamente distintas
(p<0,05).
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8.4.6 Experimento VI: Aminoacidos do nédulo, raiz e xilema apés inundacio e

recuperacio na presenca e auséncia de NO3

Neste experimento em que as plantas foram inundadas tanto em solucdo com,
quanto sem nitrato (como nos experimentos anteriores), e também nas recuperadas em
solu¢do com ou sem nitrato, foram analisados o extrato dos nédulos, das raizes e a seiva do
xilema. Mudangas importantes ocorreram na composi¢ao de aminoacidos, mais fortemente
ligadas a inundacdo que a presenca do nitrato. Com relacdo aos tratamentos de inundagao,
verificou-se que as porcentagens dos aminodcidos ASN e GABA mudaram de forma
acentuada em todos os trés compartimentos analisados apds 4 dias de inundacdo (Fig. 13,
14 e 15). Como observado anteriormente ASN, o aminodcido em maior propor¢do no
xilema, ndédulo e raiz, decaiu bastante e isto parece ser compensado por GABA que
aumentou quase que proporcionalmente. As mudancas mais evidentes na propor¢cdo de
ASN ocorreram no nédulo (Fig. 15), onde a amida praticamente desapareceu depois deste
periodo de inundacdo quando os dados sdo comparados com a alta propor¢do (mais que
40% do total de aminodcidos) presente no controle nao inundado, conforme observado nos
experimentos anteriores. Com a remoc¢ao do estresse, ambos ASN e GABA recuperam-se
no nddulo, atingindo niveis proximos aos encontrados no controle dentro de 3 dias. No
entanto, mesmo apds 9 dias a recuperacdo ndo foi completa. Esta recuperacdo parcial de
ASN e GABA também foi observada na seiva do xilema. Outras mudangas importantes
foram o acentuado declinio de GLN na seiva do xilema e aumento de ALA na raiz e
também no xilema apds a inundacdo. Estas mudangas foram totalmente revertidas em 3
dias de recuperacdo apds a drenagem. Quanto a presenca de nitrato, a alteracdo mais

evidente foi com relacdo ao aminoacido ASN. Nos controles tratados com nitrato (C4+N,
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C7+N e C13+N) houve um aumento no teor de ASN nas raizes e na seiva do xilema (Fig.
13 e 14), mas foi observado um efeito contrdrio nos nédulos (Fig. 15). A presenca de
nitrato durante os 4 dias de inunda¢do também resultou num aumento de ASN nas raizes e
na seiva do xilema e na redu¢do de GLN na seiva do xilema. A presenca de nitrato também

acentuou o aumento de ALA nas raizes e na seiva do xilema.
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Figura 13: Composi¢ao de aminodcidos (mol %) nas raizes de plantas de soja apds 4 dias
de inundac¢do em solucdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundagdo, apds drenadas e mantidas em recuperacao por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solugdo com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3).
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Figura 14: Composi¢do de aminoacidos (mol %) na seiva do xilema de plantas de soja apds
4 dias de inunda¢@o em solugdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundagdo, apos drenadas e mantidas em recuperagdo por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3).
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Figura 15: Composi¢do de aminodcidos (mol %) nos nédulos de plantas de soja apés 4 dias
de inundacdo em solucdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundacdo, apds drenadas e mantidas em recuperagdo por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3).
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Quanto aos aminodcidos totais, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos no nédulo (Fig. 18) em que a média geral foi 17,3 umol.gMF"!, semelhante 2
obtida no experimento anterior. Contudo, na raiz o teor de aminodcidos foi reduzido nos
primeiros tratamentos controle C4-N e C4+N, e no tratamento de inundacdo sem nitrato
(4D-N) (Fig. 16). Também foi observada alteracdo no teor de aminodcidos totais da seiva
do xilema, sendo que o teor no tratamento de 4D-N é menor (0,3 pmol.mL™") (p<0,05) que
os demais tratamentos (1,8 pmol.mL'l) e maior nos tratamentos controle C4-N, C4+N e

C7+N (3,3 umol.mL™") (p<0,05) como observado na Figura 17.
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Figura 16: Teor de aminodcidos totais (umol.gMF!) nas raizes de plantas de soja apéds 4
dias de inundacdo em solugdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundagdo, apés drenadas e mantidas em recuperagdo por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas nao-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrdo. As letras representam
médias significativamente distintas (p<0,05).
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Figura 17: Teor de aminodcidos totais (umol.mL™") na seiva do xilema de plantas de soja
ap6s 4 dias de inundacdo em solug@o sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob
estes mesmos regimes de inundagdo, apds drenadas e mantidas em recuperacio por 3 ou 9
dias em solu¢do com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solucdo com ou
sem nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrdo. As letras representam
médias significativamente distintas (p<0,05).
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Figura 18: Teor de aminodcidos totais (umol.gMF ') nos nédulos de plantas de soja apés 4
dias de inundacdo em solucdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundagdo, apés drenadas e mantidas em recuperagdo por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrao.

Neste experimento também foram realizadas andlises quantitativas de AST,
sacarose, proteinas totais € URE nos ndédulos e URE no xilema. Nio houve diferengas
significativas nos teores de AST, nos teores de proteinas totais ou URE (dados ndo
apresentados) nos nddulos, apesar de no experimento anterior o teor de URE nos nédulos
ter sido reduzido nos tratamentos de inunda¢do. Mas houve diferenca nos teores de sacarose
que foram maiores nos tratamentos de inundacao (Fig. 19). Também houve alteragdes nos
teores de ureideos na seiva do xilema (Fig. 20), em que o teor foi drasticamente reduzido
pela inundacdo tanto em solu¢do com, quanto sem nitrato. Quando comparamos os
tratamentos controle tratados com ou sem nitrato, foi observado que o teor de URE foi

menor nos controles tratados com nitrato (+N), exceto no controle C13 (-N ou +N).
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Figura 19: Teor de sacarose (umol.gMF ') nos nédulos de plantas de soja apds 4 dias de
inundacdo em solu¢do sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes mesmos
regimes de inundagdo, apds drenadas e mantidas em recuperagdo por 3 ou 9 dias em
solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrdo. As letras representam
médias significativamente distintas (p<0,05).
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Figura 20: Teor de ureideos (umol.mL™") na seiva do xilema de plantas de soja apés 4 dias
de inundacdo em solucdo sem nitrato (4D-N) e com nitrato (4D+N). Plantas sob estes
mesmos regimes de inundacdo, apés drenadas e mantidas em recuperacio por 3 ou 9 dias
em solucdo com ou sem nitrato, e plantas ndo-inundadas tratadas com solu¢do com ou sem
nitrato. (Obs: siglas descritas no top. 8.3.3.6 em Material e Métodos). Os dados
representam a média (n=3). As barras representam o erro padrdo. As letras representam
médias significativamente distintas (p<0,05).
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8.4.7 Experimento VII: Atividade da nitrogenase ap6s inundacao e recuperacio

No experimento de avaliacio da atividade (aparente) da nitrogenase, observa-se que
a mesma foi a zero com 3 dias de inunda¢do mas recuperou-se parcialmente apds um dia de
recuperagdo (Fig. 21). Com 5 dias de inundagdo a atividade foi bem menor que no controle
porém nao chegou a zero, e com 2 dias de recuperagdo a atividade voltou aos valores

encontrados no controle (diferenca nao significativa).
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Figura 21: Atividade da nitrogenase (umol.h™!.g™") nos nédulos de plantas de soja apés 3
dias de inundacdo (3D), 3 dias de inundagdo e 1 dia de recuperagdo (3D1D), 5 dias de
inundacdo (5D) e 5 dias de inundacdo e 1 ou 2 dias de recuperacdo (5D1D,5D2D) e
tratamento ndo inundado (CO) (controle). Os dados representam a média (n=3). As barras
representam o erro padrdo. As letras representam médias significativamente distintas
(p<0,05).
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8.5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como enfoque principal estudar os efeitos da inundagdo e
recuperagao pés-estresse sobre o metabolismo de N nos nédulos de soja (cultivar IAC-17),

através, principalmente, do estudo da composi¢ao de aminoécidos neste compartimento.

A exposi¢do a curtos ou longos periodos de inundagdo altera a composi¢do de
aminodacidos no sistema radicular e na seiva do xilema (Drew, 1997; De Sousa & Sodek,
2003). Através dos ensaios realizados neste trabalho, podemos também afirmar que tanto
periodos curtos quanto periodos longos de inundacdo, promoveram mudancas no
metabolismo e na composicdo de aminodcidos nos ndédulos de soja, o que também foi

observado nas raizes e na seiva do xilema.

Com relacdo a composi¢ao de aminodcidos nos nédulos, pdde-se observar, que os
aminodcidos mais abundantes em plantas ndo inundadas (controle) sdo respectivamente,
ASN, GLU, SER, ASP e GABA, sendo que ASN representa sozinha praticamente 50% da
composi¢do de aminodcidos nos nédulos (mol%), e a somatdria destes cinco aminodcidos
representa em torno de 87% da composi¢do total de aminoécidos nos nédulos de soja nos

estadios avaliados (V7-V9).

Assim, considerando os experimentos de inundacdo e recuperacao (Exptos. I, II, III
e V), as mudangas na composi¢do dos aminodcidos ASN e GABA no nédulo sdo evidentes
apo6s periodos de inundacdo mais longos, nos quais ASN diminuiu e GABA aumentou. Em
termos quantitativos, as alteracdes em ASN e GABA foram as principais, pois a ASN, o
principal aminoécido encontrado, praticamente desapareceu do nddulo e a queda foi

compensada pelo aumento do GABA. Outros aminodcidos ja sofreram alteragcdes bruscas
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em curtos periodos de inundacdo, ndo tendo sido detectados como GLN e ASP que
comecaram a diminuir nos nédulos com poucos minutos de inundacao (Fig. 2). Estas
alteracdes na composi¢do de aminodcidos em periodos curtos (reducdo de GLN) nos
nddulos e xilema observadas em nosso trabalho também foram encontradas no trabalho de
Justino (2009), no qual avaliou-se o efeito da inundac@o no sistema radicular na seiva do
xilema (principalmente) e também nos nédulos de soja. Contudo, ao contrdrio do observado
por este autor o teor de ASN s6 reduziu a 1% apds 4 dias de inundagdo, e ndo a partir de 30
minutos. A reducdo foi gradual e comegou a partir de algumas horas de inundacdo. Nos
nodulos houve uma reducdo no teor de ASP, mas em contrapartida houve um aumento no
teor de ASP no xilema na inundag@o. O aumento na composicao de ASP no xilema deve-se
provavelmente a reduc¢do na sintese de ASN a partir de ASP. A diminui¢do da razao

ASN/ASP na seiva do xilema também foi observada por outros autores (Amarante &

Sodek, 2006; Antunes et al., 2008).

Com relagdo ao teor de aminoacidos na seiva do xilema, foram obtidos resultados
contrastantes (Fig. 7 e Fig. 17), em que no experimento IV (Fig. 7) o teor de aminoacidos
durante a inundacao foi maior do que os encontrados no controle, e no experimento VI (Fig
17) foi menor. Com a inundacdo hd uma redugdo na transpiracdo devido ao fechamento
estomdtico (Irfan et al., 2010), e de maneira geral espera-se que o teor de aminoacidos seja
maior na inundag@o, uma vez que a seiva estard mais concentrada. No entanto o mesmo nao
foi observado no Expto. 8.4.6, o que pode estar relacionado as condi¢des de temperatura e
luminosidade do dia de coleta, uma vez que os experimentos foram realizados sob

condig¢des naturais.
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Os efeitos observados devido a hipdxia do sistema radicular nos nédulos, na maioria
dos casos, variaram de acordo com o tempo de exposicdo ao estresse, de forma que quanto
maior o periodo de exposi¢do, mais acentuado foi o efeito observado. A duracio do estresse
também teve efeito marcante no processo de recuperacdo pos-estresse, de maneira que, para
ASN quanto maior a duragdo do estresse, mais tempo foi necessdrio para que a composi¢ao
deste aminodcido voltasse a apresentar os mesmos valores encontrados nas plantas nao

inundadas. Em alguns casos, a recuperagdo total nem sempre foi observada.

A reducdo rdpida da GLN em plantas simbidticas sinaliza que a fixacdo estd sendo
afetada, ja que este aminodcido € indicador da eficiéncia deste sistema (Amarante & Sodek,
2006; Justino & Sodek 2013). Isto € comprovado pela acentuada redu¢do na atividade da
nitrogenase, observada tanto em nosso trabalho (Fig 21) quanto no trabalho de Justino &
Sodek (2013). A maior parte da GLN produzida é enviada para o xilema, onde a
diminuicdo na composi¢do deste aminodcido, causada pela inundacdo, também foi

observada apds alguns minutos de exposi¢c@o ao estresse, como observado no Expto. IV.

O teor de URE também diminuiu nos nédulos com a inundacao (Fig. 12), e também
estd relacionado a redugdo acentuada da atividade da nitrogenase, assim como a GLN
(Puiatti & Sodek 1999), o que de fato seria esperado uma vez que os URE sdo produtos
especificos da FBN (McClure et al., 1980; McNeil & LaRue, 1984; Herridge et al., 1990).
Esta reducdo no teor de URE em plantas de soja alagadas, também foi observada por Puiatti
& Sodek, (1999) e Amarante & Sodek, (2006) na seiva do xilema. Sendo GLN produto
direto da FBN e precursor destas substincias, € coerente que assim como ocorreu a

diminui¢do no teor de GLN nos nddulos e na seiva do xilema como observado neste

trabalho, ocorreu a diminui¢@o no teor de ureideos nos nédulos e também no xilema.
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Como anteriormente mencionado, a atividade da nitrogenase, diminuiu
drasticamente na inundacdo. Isto se deve principalmente a menor disponibilidade de
energia livre (ATP) para o funcionamento da enzima, em consequéncia da reducido da
respiracdo aerdbia (Layzell & Hunt, 1990; Downie, 2005; Justino & Sodek, 2013).
Todavia, a atividade da nitrogenase foi recuperada totalmente apds a remogao do estresse.
Observa-se que a atividade da nitrogenase apdés 3 dias de inundag@o, ndo foi a0 menos
detectada, no entanto, hd uma pequena atividade apds 5 dias de inundacio, e isto se deve
provavelmente ao fato de apds 5 dias j4 ter iniciado a formagdo do aerénquima nos nédulos
(Thomas et al., 2005). Este experimento de medi¢do da atividade da nitrogenase foi
realizado para demonstrar que a atividade da nitrogenase € recuperada, e que, os efeitos
causados na composi¢do dos aminodcidos no nédulo, que demoram a se recuperar ou nao
se recuperam estdo ligados a outros fatores, como atividade ou expressio de outras

enzimas, por exemplo.

Com relacdo a ASN que € o aminodcido em maior propor¢do tanto nos ndédulos
quanto na seiva do xilema de plantas simbidticas de soja, observa-se uma redugdo
acentuada, partindo de 50% e chegando a menos de 3% da composicdo total de

aminodcidos ap6s 4 dias de inundagdo.

Diversos fatores podem contribuir para a reducdo de ASN nos nddulos. Aqui
algumas hipéteses sobre a redu¢do de ASN nos nddulos sdo apresentadas. Primeiro,
partindo do principio que ASN € formada a partir de GLN e ASP pela a¢do da enzima
asparagina sintetase (AS) (Parker & Pratt, 2011), observa-se que com a reducao priméria da
GLN, havera uma maior quantidade de ASP em relacdo a mesma. Entretanto, o ASP tem

carater dcido e contribui para reducdo do pH celular, e a célula precisa criar mecanismos
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para que isso ndo ocorra ou ocorra em menor grau. Aparentemente, partindo dos resultados
aqui observados, a rota de formacdo do ASP via GLU pode ser invertida de forma que:
ASP -> GLU -> GABA, uma vez que a composi¢cdo deste aminodcido aumenta
consideravelmente. A reducdo na composi¢cdo de ASN no nédulo pode estar relacionada
tanto a menor atividade da enzima asparagina sintetase (Lima & Sodek, 2003) quanto a
limitag¢do de seus precursores GLN e ASP, além da limitacdo de ATP uma vez que a AS é
ATP-dependente (Lea & Fowden, 1975). Além disso, a recuperagdo de ASN também foi
lenta e gradual. Isto condiz com os dados de Lima & Sodek (2003), que avaliaram a
atividade da AS nos nddulos de soja e verificaram redugdo na atividade da enzima nos
tratamentos mantidos em hidroponia (mesmo sob aeracdo, para FBN o efeito € o0 mesmo) e
a atividade aumentava gradualmente com o tempo apds a transferéncia das plantas para a

vermiculita.

A diminui¢do da GLN esté diretamente ligada a redugdo na atividade da nitrogenase
e consequentemente a fixacdo de N2, além da saida de GLN do nodulo para o xilema como
produto do transporte do N para a parte aérea. A atividade da GS ndo foi afetada pela baixa
pressdo de Oz nos nodulos de feijao-de-corda segundo Atkins et al. (1990), mas a atividade
da GOGAT ¢ reduzida em situacdes de baixa pressdo de O:. Entretanto, Rocha et al.
(2010a), verificaram uma reducdo, ainda que pequena, na expressdo do gene que codifica
GS em nddulos de L. japonicum sob hipéxia, demonstrando que a baixa disponibilidade de
0O, também pode afetar a sintese de GS ao nivel molecular, apesar da expressdao nao
necessariamente levar a redugdo da atividade, uma vez que outros passos regulatérios estao
envolvidos neste processo. Limami et al. (2008), avaliando a atividade da GS em plantulas

de Medicago truncatula sob hipoxia, verificaram reducdo acentuada na atividade da GS e
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na expreesdo génica da mesma. Uma vez que a enzima GS € ATP-dependente (McParland
et al., 1976) com a reducdo de ATP devido a hipdxia, espera-se que haja reducdo da

atividade pela limita¢ao de ATP.

O actumulo de GABA em condicdes de estresse € um fato muito comum em plantas,
e as razdes para este acimulo sdo diversas, algumas ainda ndo totalmente esclarecidas. O
GABA pode atuar na osmorregulagdo, no fluxo de carbono para o ciclo TCA e na
manutencdo do pH da célula (Bouché & Fromm 2004; Fait et al., 2007), uma vez que,
GABA € um aminodcido neutro (Bouché & Fromm 2004), e na formagdo de GABA a partir
de GLU através da enzima glutamato descarboxilase (GAD), hd consumo de H*, que

também pode estar envolvido na regulacdo do pH celular (Bouché & Fromm 2004).

Serraj et al., (1998) também observaram um aumento significativo de GABA nas
raizes e ainda maior nos nédulos de soja em hidroponia (para a FBN o efeito da hidroponia
com aeragdo é o mesmo que na inundagdo, Lima & Sodek, 2003). Estes autores sugerem
que o aumento de GABA esta ligado a regulacdo do pH, uma vez que o nddulo ja possui o
metabolismo energético otimizado para producdo de energia em condi¢des de baixa
disponibilidade de O (barreira a entrada de Oz e leghemoglobina) e assim durante um

estresse de Oz acentuado sobre o nddulo o mais importante seria regular o pH celular.

Apesar das alteragdes observadas na composi¢do destes aminodcidos, de maneira
geral, ndo houve diferenca no teor de aminodacidos totais nos nddulos, o que implica dizer
que, enquanto o teor de alguns aminodcidos diminuiu o de outros aumentou de maneira
aparentemente proporcional. Esta interconversdo de aminoécidos, aparentemente bastante

ativa durante a inundagdo, ocorre provavelmente no sentido de manter o pH, uma vez que
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com a hipdxia, o pH da célula tende a diminuir devido, por exemplo, ao acimulo de lactato,
o que pode afetar a funcdo de diversas enzimas que podem ser induzidas ou inibidas, como

por exemplo, a H*ATPase (Irfan, et al., 2010).

O N fixado na forma de GLN + ASN € exportado do nédulo sem alteracdes nos
niveis totais de aminodcidos no nédulo, de forma que quando a FBN € prejudicada ha um
reflexo na exportacio dos aminodcidos e ndao nos niveis dos mesmos no ndédulo.
Entretanto, ASN € o principal aminodcido do nédulo e o seu declinio para zero implica
numa perda grande de N. Assim duas hipéteses sdo propostas, a primeira € que se ASN sai
do ndédulo para transporte no xilema, devendo haver outra fonte de N, provavelmente o
floema (Atkins et al., 1988; Parsons et al., 1993), para compensar esta perda e formar
GABA. A segunda hipétese € que toda ASN do nddulo seria transformada em GABA,
inicialmente via asparaginase seguindo a sequéncia ASN-> ASP-> GLU-> GABA. Desta

forma, a ASN “residual” presente no xilema seria oriunda do floema.

A andlise da composi¢do de aminoécidos na seiva do floema foi realizada em nosso
trabalho e observamos que os aminodcidos mais abundantes foram, respectivamente,
GABA, SER, ALA, ASN e ASP. Nossos dados ndo condizem com aqueles encontrados nos
trabalhos de Lima & Sodek (2003), De Souza & Sodek (2003) e Oliveira & Sodek (2013),
em que aos aminodcidos em maior propor¢do no floema de soja foram ASP e GLU
seguidos pela ASN, porém as condi¢des dos experimentos e estddios da planta ndo foram
os mesmos. Assim como nos trabalhos citados, ndo foram observadas variagdes na
composi¢do destes aminodcidos com os tratamentos de inundacdo e recuperagdo aplicados.

E provdvel que os aminodcidos presentes no floema supram os ndédulos e raizes (Barta,

1987) durante a inundacdo quando a FBN ¢ inibida, o que pode explicar a existéncia de
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ASN “residual” no xilema apds a inundagdo eliminar a ASN nos nodulos, uma vez que
observamos que ASN estd presente na seiva do floema (Fig. 8). Além disso, a degradacao
de proteinas também deve ser considerada como fonte de N para a fracdo de aminodcidos
nos nddulos durante a inundacdo, apesar de ndo termos encontrado em nosso trabalho

diferencas significativas no teor de proteinas totais.

Com relacdo a andlise de carboidratos, verificamos que os teores de amido nos
nodulos foram reduzidos nos tratamentos de inundacao (Fig. 11), e os de sacarose elevados
no caso do experimento VI (Fig. 19). Nos trabalhos de Barta (1987) e Castonguay et al.
(1993), ambos trabalhando com efeito do alagamento nas raizes de alfafa (Medicago
sativa), foi observado um aumento nos teores de sacarose nas raizes ressaltando que o
suprimento de carboidratos ndo limita a respiracdo anaerdbia nas raizes. Barta (1988) nao
observou efeito da inundacdo sobre o teor de amido em alfafa, diferente do aqui observado.
Além disso, este aumento no teor de carboidratos, uma vez que a reducao do amido implica
na sua degradacdo em sacarose, parece estar correlacionado ao fato de que sob acdo das
vias fermentativas devida a hipoxia hd uma maior necessidade de esqueletos carbonicos

para manter o fluxo de carbono (Dennis et al., 2000; Sairam et al., 2008).

Com relacdo ao efeito da presenca de nitrato na solu¢do nutritiva usada na
inundacdo ou nos tratamentos de recuperacdo das plantas (Expto. VI), observou-se que os
efeitos da inundagdo foram mais evidentes do que os da adic@o de nitrato. No tratamento de
inundacao, nas raizes e na seiva do xilema, a presenga do nitrato aumentou a propor¢do de
ASN e ALA em relagdo ao tratamento inundado sem nitrato. A importancia fisioldgica do
acumulo de ALA nas raizes sob hipdxia tem sido reportada na literatura (De Souza &

Sodek, 2003; Limami, et al., 2008; Rocha, et al., 2010a).
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Antunes (2007) observou um aumento na atividade da enzima redutase do nitrato
(RN) que € responsavel pela assimilacdo do nitrato, tanto nas raizes quanto nos nédulos de
plantas de soja transferidas da hidroponia em solu¢do sem nitrato para hidroponia em
solucdo com nitrato. Aqui observamos que o nitrato foi assimilado sob hipéxia uma vez que
o teor de aminodcidos totais na seiva do xilema foi maior em plantas inundadas com nitrato
do que naquelas inundadas em solu¢do sem nitrato (Fig. 17). Oliveira et al. (2013b)
também observaram assimilagdo de nitrato em raizes de soja ndo nodulada sob condi¢des
de hipdxia. Os teores de aminodcidos nas raizes e nddulos separadamente ndo diferiram de
forma significativa para os dois tratamentos. Ainda de acordo com Antunes (2007), plantas
de soja noduladas, cultivadas sem N mineral ndo apresentaram atividade da RN nas raizes,
mas apés fornecer o nitrato a enzima € induzida e alcanga uma atividade bastante elevada.
No presente estudo, embora ndo tenha sido dosada a atividade da RN, mesmo sob o estresse
de inundacdo o fornecimento do nitrato aparentemente levou a assimilagdo do mineral pois
houve aumento no teor de aminodcidos nas seiva do xilema (Fig. 15). O teor de
aminoécidos no xilema € tido como indicador da assimila¢do do N na raiz (Pate, 1973; Pate
et al., 1975; Atkins et al., 1980), pelo menos em parte, pois o floema também contribue
com a reciclagem de aminodcidos chegando a raiz (Pate er al., 1981; Parsons & Baker,

1996).

Verificamos diversas alteragdes no metabolismo de N nos nédulos de soja sob
hipdxia, tanto na composi¢do de aminodcidos, principalmente a redu¢do de ASN e aumento
de GABA, reducdo na atividade da nitrogenase, diminuicao no teor de ureideos e também

aumento no teor de carboidratos (sacarose).
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Dessa forma, como a fixacdo de N2 € praticamente eliminada pelo estresse de
alagamento, € de se esperar que o metabolismo dos aminodcidos, principalmente aqueles
mais proximos a assimilagdo do N atmosférico como GLN e ASN, esteja entre os mais
afetados. A influéncia do estresse em outras enzimas do metabolismo destes aminoacidos
ndo foi estudada aqui, porém trabalhos encontrados na literatura demonstraram os efeitos
da baixa pressao de O> sobre o metabolismo de N nos nédulos, GOGAT (Atkins et al.,
1990) AS (Lima & Sodek, 2003) expressdao da AS (SAS7) (Antunes et al., 2008), dados que
demonstram que diversas mudancas ocorrem durante a inundagdo sobre a FBN e

assimilacdo do mesmo nos nédulos e também no transporte de N para o xilema.
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8.6 CONCLUSOES

- Os niveis de ASN nos ndédulos é bastante prejudicada com o alagamento do sistema

radicular.

- A recuperacdo do metabolismo da ASN € lenta e ocorre conforme o tempo de exposicao a

inundacao, ou seja, quanto maior o tempo de inunda¢do maior o tempo para recuperacgao.

- A redugdo de ASN nos nddulos é compensada pelo aumento de GABA, que poderia ter

como principal fungdo regular o pH, sendo esta alteracdo a mais notdria neste trabalho.

- Plantas inundadas em solu¢@o com nitrato o assimilam nas raizes mesmo sob hipdxia.

- Mesmo apos periodos longos (5 dias) de alagamento do sistema radicular a atividade da

nitrogenase recupera-se.
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9.0 CAPITULO II: ALTERACOES NO METABOLISMO DE AMINOACIDOS
PRODUZIDOS NO NODULO A PARTIR DA FBN EM PLANTAS DE SOJA
SUBMETIDAS AO ALAGAMENTO DO SISTEMA RADICULAR E
RECUPERACAO POS ESTRESSE ATRAVES DA ANALISE DE

INCORPORACAO DO 5N,

9.1 INTRODUCAO

O N € um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas. As plantas podem
obté-lo na forma inorginica (amonia e nitrato) e organica (ureia, aminoacidos) (Williams &
Miller, 2001). Além disso, as plantas capazes de realizar simbiose com bactérias do grupo
Rhizobia, formam em suas raizes os nddulos, estruturas especializadas na captacdo e
conversdao do N atmosférico N> (N molecular) para forma inorganica, a amdnia através da

enzima nitrogenase (Shubert, 1986).

A atmosfera terrestre € composta por 78,09% de N;. Assim a quantidade de N
molecular € abundante, embora as plantas sozinhas nido sejam capazes de assimild-lo
(Kneip et al., 2007), tornando a FBN um fendmeno de extrema importancia no ciclo deste

elemento, bem como para o desenvolvimento vegetal e para a agricultura (Herridge et al.,

2008).

A FBN traz beneficios nao somente as plantas simbidticas, mas para todo um
sistema florestal ou agricola, uma vez que o N absorvido por elas poderd ser incorporado ao
solo e a outras espécies de plantas ndo fixadoras, aumentando a disponibilidade de N para
as plantas em geral (Herridge et al., 2008).
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Através do uso do isétopo estdvel N, que permite seguir e quantificar este
nutriente nas plantas em diferentes compartimentos (Handley & Raven, 2006), é possivel
estudar o comportamento das moléculas que o incorporam e como € o comportamento
dessas moléculas numa situagdo de estresse, neste caso sob hipdxia por alagamento do

sistema radicular (Oliveira & Sodek, 2013).

H4 algum tempo, tem se utilizado o isétopo °N» (gds N marcado) no estudo do
metabolismo de N em nddulos de plantas. No trabalho de Ohyama & Kumazawa (1980), no
qual foi estudada a assimilacdo do N proveniente da FBN nos nddulos de soja, utilizaram
para tal propédsito o isétopo 'SNa, sendo este trabalho um dos pioneiros no uso desta
ferramenta no estudo da assimilacdo de N. Desde entdo, alguns estudos tém sido feitos,
utilizando isétopo °N» para elucidacio do metabolismo de N em nddulos de plantas
(Atkins, et al., 1980; Herridge et al., 1990; Parsons & Baker, 1996; Scharff et al., 2003;

Justino & Sodek, 2013).

A soja € uma leguminosa de extrema importancia na agricultura mundial e é capaz
de se associar a rizébios do solo e fixar N molecular. A simbiose € eficiente e a soja € capaz
de completar seu ciclo de vida com alta produtividade sem a adi¢do de fontes externas de N
(Hungria et al., 2001). No entanto a FBN nesta leguminosa € sensivel a condi¢des de
hipéxia (Amarante & Sodek, 2006; Justino & Sodek, 2013). Com a inundagdo do sistema
radicular a atividade da nitrogenase € reduzida, levando consequentemente a reducdo da
FBN e a alteracOes na composi¢do de aminoacidos na seiva do xilema (Justino & Sodek,
2013) e, como observado no Cap. I, também leva a modificacdes na composicdo de

aminodacidos nos nédulos.
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Dessa forma, para obter informagdes sobre o metabolismo dos aminodcidos
formados a partir da FBN pretendeu-se neste trabalho através do uso do isétopo °Na
verificar o padrio de marcacdo dos aminoidcidos com !N, sob hipéxia devido ao

alagamento do sistema radicular e também durante a recuperagdo pds estresse.

9.2 OBJETIVOS
9.2.1 Objetivo geral

e Verificar o padrio de marcacdo dos aminodcidos com N nos nédulos e na seiva do
xilema sob inundacdo do sistema radicular e recuperacdo para obter informacdes

sobre o seu metabolismo.
9.2.2 Objetivos especificos
e Avaliar o tempo ideal para incubaciio com "N,.

e Avaliar o padrdo de marcagdo dos aminodcidos do nédulo e xilema apds incubacao

com N,

97



9.3 MATERIAL E METODOS

As condicdes de cultivo das plantas, bem como o preparo da solugdo nutritiva,
manutenc¢do dos rizébios e coleta do material vegetal (seiva do xilema e nédulos) foram as

mesmas descritas no topico Material e Métodos do Capitulo 1.
9.3.1 Montagem dos experimentos: incubacio com >Nz em vasos Qubit®

Plantas plenamente noduladas entre os estdgios V7-V9 (estagios de
desenvolvimento, conforme Fehr et al., 1971) foram removidas dos vasos e agitadas
suavemente para livrar o sistema radicular da maior parte da vermiculita, lavadas com agua
destilada, e o excesso de dgua foi retirado com auxilio de papel absorvente. Em seguida,
foram transferidas para vasos Qubit® (permitem a vedacdo do sistema radicular) (Qubit
Systems, Inc., Kingston, Ontdrio, Canadd) e o espaco excedente foi preenchido com bolas
de vidro, o que deixa um espaco livre preenchido com ar de 300 mL. Foram acrescidos 140
mL de dgua, e o vaso foi tampado e selado com massa Qubit (hermeticamente vedado).
Foram coletados 40 mL de gis N> marcado com "N (99% &4tomo, da Sigma®) em seringa
de 60 mL sem agulha. A ponta da seringa foi encaixada no orificio pela conexao Luer, e o
gds injetado dentro do vaso, enquanto que pela saida na lateral inferior do vaso é permitido
o escoamento dos 40 mL de dgua deslocados pela entrada do gas (Fig. 1). Desta forma o
espaco livre dentro do vaso ficou em 200 mL, sendo que havia >N, em 20% deste volume
(40 mL de ®N; diluido em 200 mL, cerca de + 23% de "N, considerando que 78% da

composicdo do ar € N2). Cada vaso continha 3 plantas.

No momento da coleta as raizes foram imediatamente colocadas em recipiente com

agua e gelo. Os ndédulos foram destacados da raiz e o excesso de dgua foi removido com
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auxilio de papel absorvente. Os nddulos entdo foram imediatamente congelados em Nz
liquido e armazenados em freezer a -20°C até a extracdo dos aminoacidos em d&cido
sulfosalicilico a 2% (item 9.3.3.1) para as andlises de enriquecimento com >N no GC/MS
(item 9.3.4). A seiva do xilema assim que foi coletada, foi mantida em tubos sobre o gelo e
ao final das coletas foram armazenados em freezer como as amostras de nddulo, até o

momento das andlises de enriquecimento com >N no GC/MS.

Figura 1: Sistema de incubagdo com N> em vasos Qubit® com o sistema radicular de trés
plantas em cada vaso. A seringa permanece conectada a por¢do superior do vaso apds
injecdo do '°N; até que o sistema seja desmontado. A mangueirinha na por¢do inferior
contem dgua deslocada pela entrada do 'N». A 4dgua impede que haja entrada de '“N do

meio externo.

99



9.3.2 Experimentos

9.3.2.1 Expto. I: Avaliacio do tempo de incuba¢io com SN2 em plantas controle (nio-

inundadas):

Neste primeiro experimento, as plantas foram colocadas nos vasos Qubit®, e
incubadas com o N, (conforme descrito no item 9.3.1 desta secdio) durante diferentes
periodos de tempo. Os periodos de exposicio com o N, foram: 10, 20, 30 e 60 minutos.

Plantas n@o expostas também foram coletadas (controle negativo sem °Ny).
No fim da exposicao as plantas e os nddulos foram coletados conforme item 9.3.1.

9.3.2.2 Expto. II: Avaliacao da marcacao dos aminoacidos do nédulo ap6s inundacao e

recuperacio em plantas incubadas posteriormente com SNa:

Neste experimento, os vasos em que as plantas eram cultivadas em vermiculita
foram colocados dentro de vasos maiores com 3L de capacidade, e foram entdo inundados
com solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) sem N mineral (solu¢do —N) com 1/3
da forca idnica original, mantendo uma lamina de 4gua de cerca de 2 cm acima do
substrato. As plantas permaneceram inundadas por 1, 3 e 5 dias e recuperadas apds estes
periodos de inundacdo por 1, 3 e 5 dias. Apds o periodo de inundacdo ou recuperacdo as
plantas foram retiradas da vermiculita, e incubadas nos vasos Qubit® com "N, (item 1.0)
durante 60 minutos. Plantas controle (ndo inundadas) também foram incubadas e coletadas.
Apbs o periodo de exposicdo, as plantas foram retiradas dos vasos e os nédulos foram

coletados (item 9.3.1).
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9.3.2.3 Expto. III: Avaliacdo da marcacao dos aminoacidos do néodulo em plantas

previamente incubadas com 5Nz e submetidas a inundacéo

Neste experimento a incubagio/exposi¢io com "N foi realizada antes de submeté-
las aos tratamentos. As plantas foram retiradas da vermiculita, lavadas em dgua destilada e
entdo incubadas com "N por: 1 hora (Série A) ou 4 horas (Série B). Apés os periodos de
incubagdo as plantas foram inundadas em solu¢do —N (1/3 da for¢a idnica original) em
vasos com 3L de capacidade por: 1, 3 e 5 dias. Plantas controle (ndo inundadas) também

foram incubadas e coletadas.

ApOs os periodos de incubacdo as plantas foram retiradas dos vasos, os nddulos
foram destacados da raiz, congelados em N> liquido e armazenados em freezer a -20°C até

a extracdao dos aminodcidos com dcido sulfosalicilico (item 9.3.1).

9.3.2.4 Expto. IV: Avaliacdo da marcacio dos aminoacidos dos nédulos em plantas
incubadas com Nz apés tratamento de inundac¢io e recuperacio, aperfeicoando o

método de incubacao

Neste experimento foi realizada uma pequena adaptacdo em relacdo ao Expto. II
com relagdo ao procedimento de incubacdo das plantas. A fim de evitar que o estresse
causado pela retirada das raizes da vermiculita e imediata montagem do sistema de
incubacdo afetasse a eficiéncia do sistema, ou seja, para evitar que outra fonte de variacao
pudesse interferir no procedimento, as plantas dos tratamentos controle e recuperacgao,
foram retiradas da vermiculita um dia antes da incubacdo, e foram mantidas durante 24
horas jd nos vasos Qubit® com as bolas de vidro e com cerca de 3 cm de 4gua de torneira na

base do vaso (em contato com as raizes). No caso das plantas inundadas, as mesmas foram
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previamente retiradas da vermiculita e mantidas sob inundagio dentro dos vasos Qubit®

com solu¢ao —N (1/3) cobrindo todo o sistema radicular, cerca de 2 cm acima do mesmo.

No dia da coleta/incubacio, as plantas foram mantidas por 1 hora com o "Nz e os

nddulos coletados e armazenados (item 9.3.1).

Os tratamentos deste experimento foram, controle (ndo-inundado), 4 dias de
inundacdo (4D) e plantas que foram inundadas por 4 dias e postas em recuperacdo por 5

dias (4D5D).

9.3.2.5 Expto. V: Avaliacdo da marcacio dos aminoacidos dos nédulos e na seiva do

xilema de plantas incubadas em diferentes tempos com SN2

Plantas de soja em estddio V8-V9 foram incubadas em *N» por diferentes periodos
de acordo com o tratamento para coleta da seiva do xilema. Os tratamentos deste

experimento foram:

Tratamento 60 min.: as plantas intactas permaneceram incubadas por 30 minutos
e, apos, a parte aérea foi seccionada para coleta da seiva do xilema. A seiva foi coletada

durante 30 minutos (tempo total de incubagdo com *N» = 60 min.);

Tratamento 90 min.: as plantas intactas permaneceram incubadas por 60 minutos e

a seiva foi coletada durante 30 minutos (tempo total de incubagio com N, =90 min.);

Tratamento 150 min.: as plantas intactas permaneceram incubadas por 120
minutos a seiva foi coletada durante 30 minutos (tempo total de incubagdo com "N, =150

min.);
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Tratamento 210 min.: as plantas intactas permaneceram incubadas por 180
minutos a seiva foi coletada durante 30 minutos (tempo total de incubacdo com *N, = 210

min.);

No fim da exposi¢ao ao >N, em cada tratamento, ou seja, ao final da coleta da seiva
do xilema, as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes imediatamente colocadas em
recipiente com 4gua e gelo. A seiva foi armazenada em tubos sob gelo e posteriormente
congelada até as andlises de incorporacdo de '°N; feito em GC/MS. Os nédulos foram
destacados da raiz, imediatamente congelados em N> liquido e armazenados em freezer a -
20°C até a extragdo dos aminodcidos com dcido sulfosalicilico (item 9.3.3.1) para posterior

andlise da incorporagio de '°N em aminoacidos por GC/MS (item 9.3.4).
9.3.3 Analises bioquimicas

9.3.3.1 Extracio em acido sulfosalicilico a 2% e eluicado dos aminoacidos em coluna

Dowex 50Wx8 H*

Para extracdo dos aminodcidos, aproximadamente 0,250 g de massa fresca de
nodulos (congeladas em N2 liquido) foi extraida em 2 mL de 4cido sulfosalicilico 2%. Em
seguida o material foi agitado em vortex e mantido em repouso por 30 minutos. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 14000 xg por 10 minutos, o pellet foi

descartado e o sobrenadante separado e passado em coluna Dowex S0Wx8 H+.

Para o preparo das colunas foram usados 0,5 g de resina Dowex 50W x 8H+ 200
mesh da Sigma®. Num béquer a resina foi suspendida em NaOH a 2 M (20 mL) para retirar

qualquer residuo fixo na resina por troca com os fons Na*. Apds o sobrenadante decantar, o
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NaOH foi retirado e a resina foi lavada com dgua deionizada 4 vezes seguidas (20 mL cada)

para remover o NaOH.

Posteriormente, suspendeu-se a resina em 10 mL de HCI a 2 M para transformar a
resina na forma H+, e em seguida a suspensdo foi transferida para a coluna. Apds formada
a coluna, a resina foi lavada com mais 10 mL de HCIl a 2 M. Em seguida a coluna foi
lavada outras quatro vezes com dgua deionizada (20 mL cada). Foi colocada sobre a resina
um disco de fibra de vidro GF/C da Whatman® para manté-la compacta durante a adi¢iio
dos solventes. A coluna foi novamente lavada com dgua deionizada e apds isso estava
pronta para o uso. A coluna sempre foi mantida hidratada com aproximadamente 10 mL de

agua deionizada quando nao estava sendo utilizada.

Durante o uso, a dgua deionizada foi descartada e a amostra (2 mL do extrato em
acido sulfosalicilico) foi colocada na coluna. Apds a passagem da amostra, a coluna foi
lavada com 4 mL de 4gua deionizada. Em seguida, foram acrescentados 2 mL de hidréxido
de amonio (NH4OH) a 4 M para eluir os aminoacidos que ficaram retidos na coluna. As
primeiras cinco gotas foram descartadas e o restante foi coletado. Mais 2 mL de NH4OH
foram colocados e as cinco primeiras gotas foram coletadas e o restante foi descartado. A
coluna foi entdo lavada com dgua deionizada (20 mL) duas vezes seguidas, em seguida
lavada com 10 mL de HCI, lavada novamente com dgua deionizada, estando a partir deste

ponto, pronta para ser reutilizada.

Do volume de amostra de nddulo coletado apds passagem na coluna (2mL) em

NH4OH, 1/10 foi separado e concentrado (seco) sob jato de nitrogénio gasoso. As amostras
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de seiva do xilema foram separadas em aliquotas de 50 uL e também foram secas em jato

de nitrogénio gasoso para posterior derivatizacdo e andlise no GC/MS.
9.3.4 Analise de aminoacidos por GC/MS

A técnica para a derivatizacdo dos aminodcidos seguida pela sua separacdo e andlise
por GC-MS foi baseada no método descrito por Persson & Nasholm (2001), que por sua
vez foi baseado nos métodos descritos por Godber & Parsons (1998). Seguindo este
procedimento, as amostras foram secas em jato de N2 gasoso, e apds a secagem das mesmas
adicionou-se 100uL de diclorometano (CH2Cl,) para retirar possiveis residuos de dgua por
evaporagdo. No caso das amostras de seiva do xilema foram adicionados 100 uL de HCI a
0,1 M para eliminar possiveis interferentes (Silvester et al., 1996) e as amostras foram
secas novamente. Em seguida adicionou-se 30uL de piridina e 30uL. de MTBSTFA [N-
metil-N(-Tertbutildimetilsilil) trifluorocetamida] como agente derivatizante. A reacdo foi
realizada em banho-seco com temperatura de 70°C durante 30 minutos. Foi usado um
padrao de aminodcidos Sigma® AAS-18, com os aminodcidos (ASP, GLU, SER, HIS,
GLY, THR, ARG, ALA, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS), aos quais foram
adicionados os aminodcidos ASN, GLN e GABA, todos na concentragdo de 2,5 pmol.mL'l,
e para a andlise foram diluidos 10 vezes. Uma aliquota de 40 uL deste padrio foi seca em

jato de N2 gasoso e derivatizado como no procedimento descrito anteriormente.

A anélise por GC/MS foi conduzida utilizando o sistema de cromatografia gasosa,
da marca Shimadzu®, modelo 2010A acoplada ao espectrdmetro de massas quadrupolo
modelo QP2010. O sistema de cromatografia gasosa é equipado com uma coluna capilar

modelo DB5 com as dimensdes de 30m x 0,32mm (particula 0,25um). Os aminodcidos
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foram separados em gradiente de temperatura de 100°C a 300°C com taxa de aumento em
6°C/minuto, usando Hélio como gds de arraste. As temperaturas do injetor, forno (da
coluna) e interface do GC/MS foram, respectivamente, 290°C, 100°C, e 250°C. Os
espectros de massa foram registrados por impacto de elétrons (EI) em 70 eV na faixa m/z
de 200 a 510. Os valores citados foram estabelecidos apds testes preliminares com padrdes

de aminoacidos.
Para calcular o enriquecimento dos aminodcidos em BN, a seguinte formula foi usada:
Porcentagem de N enriquecido = (Re — Rc)/[1 + (Re — Rc)] x 100 (Silvester et al., 1996)

onde Re = [(M + 1)/M] das amostras provenientes de material exposto ao BN, e Rc é igual
a mesma relacio M+1 e M para as amostras de material controle (ndo expostas ao '°N). A
massa (M) do fragmento principal é usada, o que corresponde a massa [M-57] para a

maioria dos aminodacidos (Chaves das Neves & Vasconcelos, 1987).
9.3.5 Delineamento experimental e andlise dos dados

Todos os experimentos foram realizados com delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés repeticoes onde cada planta foi uma unidade
experimental. Quando necessario, os dados foram submetidos a andlise de variancia. Por se
tratarem de porcentagem, os mesmos foram convertidos para arco seno da raiz de x, €, nos
casos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, pelo uso do software estatistico VARPC, desenvolvido pelo professor e
orientador deste trabalho, Dr. Ladaslav Sodek, do Departamento de Biologia Vegetal do

Instituto do Biologia, da Universidade Estadual de Campinas.

106



9.4 RESULTADOS

9.4.1 Expto. I: Avaliacio do tempo de incubacio com *N2 em plantas controle (nio-

inundadas):

Este primeiro experimento de incubagiio do sistema radicular das plantas com N»
teve por objetivo estabelecer um tempo de exposi¢do adequado para que fosse utilizado nos
demais experimentos. O intervalo de tempo adequado para os experimentos seria entre o
tempo minimo que permite detectar a incorporacdo do isétopo nos aminoécidos até o tempo
mais longo em que os aminodcidos estivessem marcados no nivel mdximo de saturagdo, ou
seja, aquele no qual entrassem em equilibrio isotdpico. Tempos mais prolongados seriam
teoricamente desnecessarios pois estando em equilibrio isotépico o perfil de incorporagdo
nao deve alterar. Para este propdsito escolhemos os tempos 10, 20, 30 e 60 minutos para

observar o padrao de marcacdo/saturacao dos aminoécidos.

Assim no grafico da figura 2 abaixo, podemos observar que a partir de 10 minutos
de incubacdo, os principais aminodcidos da assimila¢do primaria de N ja apresentaram uma
marcacdo com °N; de ficil deteccdo. Estes valores foram préximos aqueles observados
nos tempos posteriores, ou seja, apds 10 minutos de incubacdo a marcacdo intensificou
pouco. Observa-se que a GLN € o aminodcido marcado em grau bem mais elevado seguido
respectivamente por GLU, ASP, ALA e SER. E notével o fato de que a GLN atingiu um
valor de enriquecimento maximo j4 a partir do inicio do experimento, pois nao foi superado
com tempos maiores de incubagdo, indicando que o “pool” de GLN atingiu o equilibrio

isotépico com o N, rapidamente.
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O enriquecimento dos aminodcidos GLU, ASP, ALA e SER tendeu a aumentar até
30 minutos de exposicdo ao isétopo, mas o enriquecimento desses aminodcidos ndo se
intensificou aos 60 minutos, indicando que a partir dos 30 minutos eles entraram em
equilibrio isotdpico. Por outro lado, o enriquecimento de ASN e GABA permaneceu bem
abaixo dos outros aminodcidos marcados, apesar de os seus precursores metabodlicos (ASP

e GLU respectivamente) apresentarem um enriquecimento bem maior (Fig. 2).
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Figura 2: Incorporacdo de N2 (% das moléculas com '"N) nos aminoédcidos SER, ASP,
GLU, ASN, GLN, GABA e ALA, em nddulos de soja apds 10, 20, 30 e 60 minutos de
incubagio com "N (dados normalizados). Os valores representam a média (n=3). As
barras representam o erro padrao.
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9.4.2 Expto. II: Avaliacao da marcac¢io dos aminoacidos do nédulo apds inundacao e

recuperacio em plantas incubadas posteriormente com 5N

Este experimento teve como objetivo avaliar a marca¢do dos aminodcidos dos
nédulos em diferentes periodos de inundagdo e recuperagdo. Apods os periodos de
inundacao e/ou recuperagao aos quais foram submetidas, as plantas foram incubadas com o
N, durante 1 hora, de acordo com o experimento anterior, tempo suficiente para a

marcacdo plena dos aminodcidos principais da assimilagdo primdria de N.

Pode-se observar que a marcagcdo variou significativamente (p<0,05) entre o
controle ndo inundado e os tratamentos de inundacdo, para a maioria dos principais
aminodcidos do nddulo (Fig. 3). A marcagdo foi nitidamente menor nos tratamentos de
inundacao para os aminodcidos apresentados, exceto para ASN e GABA para as quais nio
foram observadas diferencgas entre o controle e os tratamentos inundados. A marcagdo de
ASN e GABA foi bem baixa em relagdao aos demais (sem evidéncia clara de alteracdes no
grau de incorporacdo), principalmente em relacdo a GLN, assim como observado no
experimento anterior onde foram analisadas somente plantas controles em diferentes
periodos de incubac¢do. Para todos os aminoécidos avaliados houve pouca diferenca na

incorporagio de "N entre os tratamentos de 1, 3, e 5 dias de inundaco.
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Figura 3: Incorporacio de "N» (% das moléculas com °N) nos aminoécidos ALA, GABA,
SER, ASP, GLU, ASN e GLN em nddulos de soja. Tratamentos: 1, 3 e 5 dias de
inundacdo; controle nido inundado (OD). Todas as plantas incubadas durante 1 hora com
15N, apés os tratamentos. Os valores representam a média (n=3). As barras representam o
erro padrao.

Também ndo houve diferencas significativas na incorporagio de '°N entre os
tratamentos de recuperagdo e os tratamentos de inundagdo. Portanto, ndo houve evidéncia
da recuperacdo do metabolismo destes aminoécidos, pois o grau de marcacdo ndo alcangou
os valores observados no tratamento controle (ndo inundado) (Fig. 4, 5 e 6). Com excec¢do
do aminodcido SER, que comecou a se recuperar no tratamento de 1 e 5 dias de
recuperagdo apds um dia de inundacao (Fig. 4) e nos tratamentos de 5 dias de inundacdo e 1
e 5 dias de recuperacdao SD1D e 5D5D (Fig. 6), os demais aminodcidos ndo apresentaram

indicios de recuperagdo em nenhum dos tratamentos.
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Figura 4: Incorporagio de '>N» (% das moléculas com '°N) nos aminodcidos ALA, GABA,
SER, ASP, GLU, ASN e GLN em nddulos de soja. Tratamentos: 1 dia de inundacdo
seguido de 1, 3 e 5 dias de recuperagdo; controle ndo inundado (OD). Todas as plantas
incubadas durante 1 hora com °N» apés os tratamentos. Os valores representam a média
(n=3). As barras representam o erro padrao.
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Figura 5: Incorporacio de "N» (% das moléculas com °N) nos aminodcidos ALA, GABA,
SER, ASP, GLU, ASN e GLN em ndédulos de soja. Tratamentos: 3 dias de inundacio
seguido de 1, 3 e 5 dias de recuperagdo; controle nao inundado (0D). Todas as plantas
incubadas durante 1 hora com N, apés os tratamentos. Os valores representam a média
(n=3). As barras representam o erro padrao
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Figura 6: Incorporacio de N2 (% das moléculas com °N) nos aminodcidos ALA, GABA,
SER, ASP, GLU, ASN e GLN em nddulos de soja. Tratamentos: 5 dias de inundacdo
seguido de 1, 3 e 5 dias de recuperacdo; controle ndo inundado (OD). Todas as plantas
incubadas durante 1 hora com "N ap6s os tratamentos. Os valores representam a média
(n=3). As barras representam o erro padrao

9.4.3 Expto. III: Avaliacio da marcacao dos aminoacidos do nédulo em plantas

previamente incubadas com N2 e submetidas a inundacio

Neste experimento em que as plantas foram incubadas com 'N» primeiro, um grupo
foi exposto ao isétopo por 1 hora e outro por 4 horas, e submetidas ao estresse depois,
observou-se que a marcagcdo dos aminoédcidos no ndédulo foi afetada pela inundac¢ido, com
respostas diferentes conforme o aminodcido. As variagdes na incorporacio de '°N para os
aminodcidos avaliados tanto nas plantas que foram previamente incubadas por 1 hora

quanto nas incubadas por 4 horas com '°N, foram significativas (p<0,05) (Fig. 7 e 8).

Para a maioria dos aminodcidos, a incorporacio de N reduziu com a inundacio,

geralmente de forma progressiva entre 1 e 5 dias de inundacdo (Fig. 7 e 8). A principal
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excecdo é 0 GABA que aumentou o enriquecimento de N apés 1 e 3 dias de inundacio
em ambos os periodos de incubagdo e aos 5 dias apresentou reducao para um valor préximo
ao do controle. GLN também apresentou uma resposta diferenciada nas plantas incubadas
por 4 horas pois a pequena reducdo observada ndo foi significativa. Quanto aos demais
aminodcidos (ALA, SER, ASP e GLU) a incorporagdo de >N diminuiu de forma brusca e
ja foi afetada com 1 dia de inundacdo. O aminoidcido ASN apresentou um padrdo de
reducdio semelhante, porém um pouco mais suave, pois a incorporacio de '°N foi afetada
significativamente apenas a partir de 3 dias de inundagdo (em ambos os periodos de

incubacao).

A incorporacio de '°N nio diferiu entre os periodos de incubacio de, 1 ou 4 horas, o
que € coerente com os dados anteriores (Fig. 2) indicando a saturacao dos aminodcidos com
o isétopo em tempos inferiores a 1 hora. Entretanto a incorpora¢io de '°N foi sempre
menor no tratamento de 5 dias de inundacdo em ambos os periodos de incubagdo

observados.
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