Ciéncia Rural

ISSN: 0103-8478
cienciarural@mail.ufsm.br
Universidade Federal de Santa Maria
Brasil

Borella, Junior; Durigon, Marcel Angelo; do Amarante, Luciano; Marti Emygdio, Beatriz
Atividade de enzimas fermentativas em raizes e nodulos de soja sob condi¢des de hipoxia e pos-
hipoxia
Ciéncia Rural, vol. 43, nim. 6, junio, 2013, pp. 970-977
Universidade Federal de Santa Maria
Santa Maria, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=33127018005

Como citar este artigo [ @\ /"

Numero completo . I,
P Sistema de Informacao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=331
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33127018005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=33127018005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=331&numero=27018
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33127018005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=331
http://www.redalyc.org

Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.6, p.970-977, jun, 2013

ISSN 0103-8478

Atividade de enzimas fermentativas em raizes e nodulos de soja sob condicoes de
hipéxia e pos-hipoxia

Fermentative enzymes activity in soybean roots and nodules under hypoxia and
post-hypoxia conditions

Junior Borella™ Marcel Angelo Durigon' Luciano do Amarante' Beatriz Marti Emygdio"

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de
enzimas fermentativas em raizes e nédulos de soja (Glycine max)
sob condicées de hipoxia e pos-hipoxia. Os gendtipos Fundacep
53 RR e BRS Macota foram cultivados em vasos de 3L contendo
vermiculita como substrato em associagdo com Bradyrhizobium
elkanii em casa de vegetagdo. No estdadio R2, o sistema radicular
das plantas foi submetido a hipéxia pelo encaixe de um segundo
vaso sem perfuragoes e inundado com solucdo nutritiva diluida
a 1/3 da concentragdo original, por 8 dias. Posteriormente,
foram retirados os vasos sem perfuragées para avaliagdo da
recuperagdo. O material vegetal foi coletado no 22, 42, 6° e 8 dias
apos a inundagdo ou recuperagdo, juntamente com os controles
para a dosagem da atividade das enzimas dlcool desidrogenase
(ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase
(LDH) em raizes e nédulos. Os dados foram submetidos a ANOVA
e comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
atividades da ADH, PDC e LDH foram fortemente estimuladas
com a inundagdo, especialmente em nodulos, e diminuiram com a
recuperagdo, em ambos os genotipos. Fundacep 53 RR respondeu
de forma mais efetiva aos efeitos dos tratamentos.

Palavras-chave: Glycine max, alagamento, deficiéncia de oxigénio,
metabolismo anaerobico.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the activity of
fermentative enzymes in soybean (Glycine max) roots and
nodules under hypoxia and post-hypoxia conditions. The soybean
genotypes Fundacep 53 RR and BRS Macota associated with
Bradyrhizobium elkanii were grown in 3L pots containing
vermiculite as substrate under greenhouse conditions. Root system
of plants at the R2 stage was subjected to hypoxia by blocking
drainage of the pot, by fitting a second one without holes and
flooded with nutrient solution diluted one-third of the original.
The flooding of the plants was carried out for eight days and after,

the pot without drilling was removed for recovery assessment.
Non-waterlogged plants were kept as control. Activities of the
fermentation enzymes alcohol dehydrogenase (ADH), pyruvate
decarboxylase (PDC) and lactate dehydrogenase (LDH) were
quantified in roots and nodules collected at 2, 4, 6 and 8 days
after flooding or recovery. Data were analyzed by ANOVA and
compared by the Tukey test (P = 0,05). Activities of ADH, PDC
and LDH were hardly stimulated during flooding, especially
in nodules, in both genotypes and decreased with recovery.
Fundacep 53 RR responded more effectively to treatment effects.

Key words: Glycine max, waterlogging, oxygen deficiency, anaerobic
metabolism.

INTRODUCAO

A respiragdo tem um papel crucial no
metabolismo energético do carbono nos vegetais,
pois fornece a maior parte da energia celular (VAN
DONGEN et al., 2011). A inunda¢do impede as
trocas gasosas entre o sistema radicular e o espago
poroso do solo (ZABALZA et al., 2009), afetando
fortemente o metabolismo da planta (BAILEY-
SERRES & VOESENEK, 2008). Uma das
consequéncias imediatas da deplegcdo de oxigénio
¢ a ativagdo do metabolismo anaerdbico e uma
reducdo significativa na producdo de energia, de 36
moléculas de ATP para duas moléculas de ATP por
molécula de glicose via glicolise (KUMUTHA et
al., 2008; SAIRAM et al., 2009). A sobrevivéncia
das plantas passa a depender exclusivamente do
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metabolismo anaerdbico. Essas mudangas atuam
como sinal para posteriores respostas adaptativas,
entre elas, mudancas morfologicas e anatdmicas,
como a formacdo de aerénquima, raizes adventicias
(YIN et al., 2010) e alongamento do caule (FUKAO
& BAILEY-SERRES, 2004), importantes para a
otimizacdo do status de energia (VAN DONGEN et
al., 2011).

Sob hipdxia, a sintese de muitas proteinas
da célula é suprimida, enquanto que a sintese de um
grupo especifico de proteinas aumenta. Entre elas,
estdo enzimas de duas vias importantes, a primeira
utiliza o piruvato como substrato para produzir lactato
através da lactato desidrogenase (LDH) e a segunda via
produz etanol através de duas reacdes subsequentes,
catalisadas pela piruvato descarboxilase (PDC) e
alcool desidrogenase (ADH) (SHINGAKI-WELLS
et al., 2011). No entanto, lactato € toxico e etanol se
difunde rapidamente para fora das células, levando a
uma perda consideravel de carbono durante a hipoxia
(ROCHA et al., 2010). Em contrapartida, regeneram
NAD", que ¢ essencial para manter o fluxo glicolitico
e remover o excesso de protons (ARMSTRONG et
al., 2009).

A soja, além de apresentar importincia
econdmica mundial, quando associada
simbioticamente com rizobio, contribui para a entrada
de N no ambiente, com evidentes vantagens para a
agricultura sustentavel. Originaria de areas alagadigas
do norte da China, apresenta variabilidade genética
para tolerar o excesso de umidade no solo (THOMAS
et al., 2000). Muitos estudos tém sido realizados para
elucidar os efeitos do déficit de oxigénio em plantas,
no entanto poucos trabalhos sdo relacionados com
plantas noduladas, especialmente em soja. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
a atividade de enzimas da fermentagdo lactica e
alcodlica em raizes e nddulos de dois genotipos de
soja em diferentes periodos de hipoxia e pds-hipdxia.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). Sementes de soja (Glycine max L. Merril)
de dois cultivares, ‘Fundacep 53 RR’ e ‘BRS
Macota’, de ciclo precoce, foram semeadas em
vasos de polietileno furados, de trés litros, contendo
vermiculita média expandida lavada como substrato.
No estadio VO (FEHR et al., 1971), foi realizado
o desbaste, permanecendo trés plantulas/vaso e
realizada a inocula¢do com Bradyrhizobium elkanii,
estirpe SEMIA 587 (FEPAGRO). As plantas foram
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nutridas duas vezes por semana com solucido de
HOAGLAND & ARNON (1938) sem nitrogénio
mineral, na propor¢do de 250mL vaso™. No estadio
R2 (FEHR et al.,, 1971), o sistema radicular foi
submetido a inundagdo pelo encaixe de um segundo
vaso de mesmo modelo e sem perfuragdes e inundado
com solucdo nutritiva diluida a 1/3 da concentragdo
original, mantendo-se uma ldmina de 20mm sobre
o substrato. O teor de O, na solugdo foi monitorado
diariamente com o auxilio de um oximetro (Handylab
OX1). A inundagdo das plantas foi conduzida por
oito dias. Apos esse periodo, as plantas destinadas
a avaliagdo da recuperacdo tiveram os vasos sem
perfuracdes retirados para a drenagem da solugdo. As
raizes e nddulos foram coletados no 29, 4°, 6° e 8° dias
apds a inundagdo ou recupera¢do, juntamente com
seus respectivos controles e armazenados a -80°C, para
a dosagem da atividade das enzimas fermentativas.
As amostras foram maceradas em gral
com N, liquido, contendo polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 5%, seguido de homogeneizagdo em tampao
Tris-HC1 50mM (pH 7,5) contendo ditiotreitol (DTT)
ImM. O extrato homogeneizado foi centrifugado a
12.000g por 20min a 4°C. Uma aliquota de 2,5mL
do sobrenadante foi dessalinizada em coluna de
cromatografiade exclusdomolecular PD10—Sephadex
G-25M (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). A
fragdo proteica eluida foi utilizada para determinar
a atividade enzimatica da 4alcool desidrogenase
(ADH - EC 1.1.1.1), piruvato descarboxilase (PDC -
EC 4.1.1.17) e da lactato desidrogenase (LDH - EC
1.1.1.17). A atividade enzimatica foi determinada em
espectrofotometro pelo monitoramento da oxidagdo
do NADH a 340nm por 2min a 30°C, em cubeta de
polimetilmetacrilato, em meio de reacdo de 1,5mL.
A atividade da ADH foi monitorada no
sentido da formagao do etanol (acetaldeido—ADH
—»etanol) em meio de reagdo contendo tampao Tris-
HCI 50mM, pH 7,5 para nodulo e fosfato de potassio,
pH 7,0 para raizes, NADH 0,2mM, acetaldeido
SmM e extrato enzimatico (HANSON et al., 1984).
A atividade da PDC foi monitorada no sentido
de formacdo do etanol em uma reagdo acoplada
(piruvato —= PDC —= acetaldeido —+ ADH —+etanol)
em meio de reagdo contendo tampao MES 50mM
(nédulo: pH 6,0; raizz pH 6,5), NADH 0,2mM,
tiamina pirofosfato 0,5mM, cloreto de magnésio
ImM, é4cido oxamico 20mM, ADH 10U, piruvato de
sodio 10mM e extrato enzimatico (HANSON et al.,
1984). A atividade da LDH foi monitorada no sentido
de formagao do lactato (piruvato — LDH —= lactato)
em meio de reagdo contendo tampao Tris-HCI 50mM,
pH 7,5 para nodulo e fosfato de potassio, pH 7,0 para
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raizes, NADH 0,2 mM, cianeto de potassio 3uM,
metilpirazol 4mM, piruvato de sédio 10mM e extrato
enzimatico (HANSON & JACOBSEN 1984).

O delineamento experimental adotado
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2x4x2 (regime hidrico x periodo de inundagdo ou
recuperacdo X genoétipos) com trés repeticdes. Cada
repeticdo consistiu em um vaso com trés plantas.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e, em caso de significancia pelo teste F, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, pelo programa estatistico SAS 8.0
(SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

RESULTADOS

Os valores de O, monitorados na solugao
nutritiva cairam de 6,5mg L, sob condi¢des de
normoxia, para 1,5mg L' no primeiro dia de inundagio,
chegando aos niveis de 0,5mg L' no quarto dia de
inundagdo e 0,35mg L' no oitavo dia, caracterizando a
hipéxia no sistema de cultivo (dados ndo mostrados). A
atividade da alcool desidrogenase (ADH) em raizes sob
hipéxia aumentou ao longo do periodo de inundacdo,
sendo fortemente ativa aos 6 e 8 dias de inundagéo para
ambos os gendtipos (Figura 1 A e B). Com o retorno
a normoxia, os niveis de atividade da ADH cairam
consideravelmente ja no 2° dia de recuperacdo, em
relagdo a atividade do 8 dia de inundagdo, atingindo os
niveis do controle no 6° dia de recuperacdo para BRS
Macota (Figura 1C e D).

Em nodulos, a hipoéxia estimulou o rapido
aumento da atividade da ADH ao longo do periodo
de inundagdo e em relagdo ao controle. Observa-se
que a ADH foi fortemente ativa aos quatro dias de
inundagdo para o genotipo Fundacep 53 RR (Figura
1E), enquanto que, para BRS Macota, o aumento
consideravel de atividade ocorreu aos oito dias (Figura
1G). Ambos os genoétipos responderam a recuperagao,
com queda dos niveis de atividade da ADH no decorrer
do tempo. Em Fundacep 53 RR, o periodo de oito dias
foi suficiente para a atividade da ADH decrescer aos
niveis pré-hipoxicos (Figura 1F e H).

A atividade da PDC em raizes sob hipdxia
aumentou significativamente e de forma proporcional
ao tempo de estresse em ambos os gendtipos (Figura
2A e C). Aos dois dias de recuperacdo, diminuiu
consideravelmente, resultando em valores de
atividade semelhantes aos dois dias de inundagio,
atingindo os niveis do controle em BRS Macota
(Figura 2 B e D). Em nddulos, o aumento da
atividade da PDC para Fundacep 53 RR, em relacdo
ao controle, foi significativo desde os dois dias de

inundacdo, aumentando com o periodo de hipoxia e
estabilizando-se aos 6 e 8 dias de tratamento. Em BRS
Macota, a atividade diferiu do controle apenas aos 6
dias de inundagdo, sendo consideravelmente elevada
aos oito dias (Figura 2E e G). Com a recuperagao,
a atividade da PDC para Fundacep 53RR nio
retornou aos niveis do controle, apesar de diminuir
com o periodo de recuperagdo, enquanto que, em
BRS Macota, a atividade decresceu aos niveis pré-
hipoxicos aos 8 dias de recuperagdo (Figura 2F e H).

Em raizes de Fundacep 53RR sob dois
dias de inundagdo, a atividade da LDH aumentou
significativamente em relagdo ao controle, efeito
intensificado com o tempo de tratamento hipdxico,
atingindo valores maximos e equivalentes entre o 6°
e 8¢ dias de hipoxia. Em BRS Macota, a atividade
da enzima foi superior ao controle aos quatro dias
de inundagdo, aumentando fortemente nos tempos
posteriores de estresse, porém atingindo valores
inferiores ao de Fundacep 53RR (Figura 3A e C). O
retorno da atividade aos niveis pré-hipoxicos ocorreu
aos quatro dias de recuperagdo para Fundacep
53RR, apesar de extremamente baixos aos dois dias
de normoéxia e, em BRS Macota, aos dois dias de
normoxia (Figuras 3B e D).

A atividade da LDH em nodulos de
Fundacep 53RR foi superior ao controle aos dois
dias de inundacdo, mantendo-se semelhante ao longo
dos periodos de tratamento. Em BRS Macota foi
verificado um aumento aos quatro dias de inundagéo
(Figura 3E e G). Com o retorno a normodxia, a
atividade retornou aos niveis semelhantes ao
controle no genotipo Fundacep 53RR aos seis dias
de recuperagdo, enquanto que, em BRS Macota, a
atividade foi restabelecida aos niveis pré-hipdxicos
apenas no oitavo dia de recuperacgdo (Figura 3 F e H).

DISCUSSAO

Embora os niveis de O, ndo tenham se
exaurido completamente na solu¢do nutritiva ao
longo do periodo de oito dias, a quantidade que pode
ser aproveitada pelas raizes ¢ muito pequena, pois 0s
teores de O, decresceram a niveis minimos € a sua
taxa de difusdo em agua é 10* vezes menor do que
no ar (ARMSTRONG et al., 2009). O rendimento
de energia produzido sob hipdxia é de apenas duas
moléculas de ATP por molécula de glicose via
glicolise, em detrimento de 36 moléculas de ATP
produzidas pela fosforilagdo oxidativa em normoéxia
(ZABALZA et al., 2009). O acumulo de NADH
e a concomitante deplecdo de NAD" disponivel
levaria a uma inibi¢cdo da glicélise, que ¢ impedida

Ciéncia Rural, v.43, n.6, jun, 2013.
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Figura 1 - Atividade da alcool desidrogenase (ADH) em raizes e nddulos de soja das cultivares ‘Fundacep
53RR’ (A, B, E e F) e ‘BRS Macota’ (C, D, G e H), submetidas a diferentes periodos de inundacao
e recuperagdo do sistema radicular. Letras mintsculas comparam os periodos de inundagdo ou
recuperagao (separadamente) e letras maitsculas comparam o regime hidrico (controle e inundagao ou
recuperacdo). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores
representam a média + desvio padréo.

pela oxidagdo do NADH por meio da atividade degradacdo de proteinas ¢ no metabolismo celular
das enzimas fermentativas (BAILEY-SERRES & em Arabidopsis thaliana (BAILEY-SERRES &
VOESENEK, 2008). VOESENEK, 2008). Aumento rapido da atividade

O baixo nivel de oxigénio causa rapidas da enzima ADH, tanto em raizes quanto em nodulos
mudangas na transcricdo de genes, sintese e dos genotipos de soja Fundacep 53RR e BRS Macota,

Ciéncia Rural, v.43, n.6, jun, 2013.
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Figura 2 - Atividade da piruvato descarboxilase (PDC) em raizes e nédulos de soja das cultivares ‘Fundacep 53RR’ (A,
B, E e F) ¢ ‘BRS Macota’ (C, D, G e H), submetidas a diferentes periodos de inundagéo e recuperagdo do
sistema radicular. Letras minusculas comparam os periodos de inundagéo ou recuperagdo (separadamente)
¢ letras maiusculas comparam o regime hidrico (controle e inundag@o ou recuperagdo). Letras iguais ndo

p: g p g
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam a média + desvio padrao.

sob condi¢des de hipoxia, esta relacionado a rapida
expressdo do gene adh, gene chave envolvido na
fermentacdo (CHRISTIANSON et al., 2010).

O aumento da expressdo dos genes e
atividade das enzimas ADH e PDC ¢ essencial
para a tolerdncia a hipéxia (CHRISTIANSON et

Ciéncia Rural, v.43, n.6, jun, 2013.
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al., 2010). Pode ser observado, nas figuras 1 e 2,
comportamento semelhante de atividade para ADH
e PDC, enzimas da rota responsavel pela produgio

do etanol. O etanol ¢ provavelmente o maior produto
da fermentacdo em tecidos de plantas superiores e
sua rota ¢ responsavel pela tolerdncia ao déficit de
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Figura 3 - Atividade da lactato desidrogenase (LDH) em raizes e nodulos de soja das cultivares ‘Fundacep 53RR’ (A, B,
E e F) e ‘BRS Macota’ (C, D, G e H), submetidas a diferentes periodos de inundagdo e recuperagio do sistema
radicular. Letras mintsculas comparam os periodos de inundagdo ou recuperagdo (separadamente) e letras
maiusculas comparam o regime hidrico (controle e inundagdo ou recuperagdo). Letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam a média + desvio padréao.

Ciéncia Rural, v.43, n.6, jun, 2013.



976 Borella et al.

O,, produzido sequencialmente pela acdo da PDC,
através da oxidagdo e descarboxilagdo do piruvato em
acetaldeido, que ¢ substrato para ADH produzir etanol
(ZABALZA et al., 2009). Em termos de eficiéncia, a
rota de formagao do etanol ¢ mais importante que a
rota de formagdo de lactato, pois essa rota promove
maior geragdo de NAD" e o consumo de protons,
além de ndo produzir compostos toxicos (SAIRAM
et al., 2009). Em ambos os genoétipos, a fermentagdo
alcoolica constituiu a rota preferencial de producdo de
energia sob deficiéncia de O,, tanto em raizes quanto
em nodulos, visto que nesses o6rgdos as atividades das
enzimas ADH e PDC foram superiores em relagdo a
LDH ao longo do tratamento hipoxico.

A enzima LDH ¢ induzida sob hipoxia
e seu produto, lactato, ¢ muitas vezes produzido
antes do etanol, logo que a planta entra em hipoxia,
acidificando o citosol. A queda do pH citosdlico
sinaliza para a produgdo de etanol e ativa a PDC e
a ADH ¢ ativada sob condi¢des de hipoxia (GOOD
& CROSBY, 1989). O aumento da atividade da
LDH foi observado aos dois dias de inundacdo para
Fundacep 53RR, em raizes e nddulos, e, para BRS
Macota, aos quatro dias de inundagdo, demonstrando
que Fundacep 53RR ¢ mais eficiente em responder
ao déficit de O,, alterando o metabolismo como
mecanismo de sobrevivéncia. A rapida percepgdo
e mudanca da fermentacdo lactica para a alcoodlica
representa um importante indicador da capacidade dos
gendtipos de soja sobreviverem a hipdxia sem sofrer
danos celulares extensivos (ZABALZA et al., 2009).
Além disso, as plantas que apresentam a capacidade
de reprimir o metabolismo anaerébico, retornando a
atividade das enzimas fermentativas aos niveis pré-
hipoxicos rapidamente durante a recuperagdo do
estresse, apresentam maior tolerancia ao déficit de O,,
como observado nos resultados obtidos para ambos
0s genotipos.

Com o retorno a normodxia, embora ambos
os genotipos responderam com queda da atividade
das enzimas, Fundacep 53RR demonstrou maior
eficiéncia em reduzir a atividade aos niveis do
controle, considerando os niveis mais elevados de
atividade durante a hipoxia em relagdo a BRS Macota.
Isso demonstra que Fundacep 53RR apresentou maior
capacidade de restabelecer e readaptar o metabolismo
frente a inundac¢do e o declinio rapido da atividade
da ADH, repercutindo em diminuigdo dos teores de
etanol, que, sendo volatil, representa economia na
perda de carbono (ROCHA et al., 2010). Embora a
indugdo da atividade da ADH, PDC ¢ LDH possam
contribuir para a sobrevivéncia e superar a escassez de

energia através da fermentagdo de carboidratos para
manter a produgdo de ATP sob hipodxia, o beneficio
sob tais condigdes vai depender do tipo de tecido,
estdgio de desenvolvimento, espécie, genotipo,
da gravidade e duragdo do estresse (FUKAO &
BAILEY-SERRES, 2004).

CONCLUSAO

Em raizes e nédulos de soja, a hipdxia
causa um aumento abrupto na atividade das enzimas
fermentativas. A obtencdo de energia nessa condi¢io
ocorre principalmente pela fermentagcdo alcodlica,
considerando as atividades mais elevadas da PDC e
ADH em relagdao a LDH nesses 6rgdos. Na condigdo

I3

de poés-hipoxia, o efeito € inverso, ocorrendo
decréscimo consideravel da atividade dessas enzimas.
Esses efeitos s@o mais pronunciados no gendtipo
Fundacep 53RR.
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