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RESUMO

A soja é uma leguminosa de grande adaptabilidade climética, sendo uma
das oleaginosas mais consumidas e cultivadas no mundo. Entretanto, a
produtividade de grdos de soja é afetada por diversos estresses abidticos,
entre 0s quais, esta o excesso hidrico. Apesar da variabilidade genética, a soja
€ considerada sensivel ao excesso hidrico e existe crescente demanda por
genotipos de soja adaptados, bem como, o entendimento dos mecanismos
envolvidos na tolerancia a este estresse. O objetivo do presente estudo foi
estudar as respostas fisiolégicas e moleculares de genoétipos de soja ao
excesso hidrico. Nesse sentido, gendtipos foram avaliados em relagdo a
tolerancia ao excesso hidrico em experimentos a campo, condicdes
controladas. Os parametros fisiolégicos utilizados foram a fluorescéncia da
clorofila, nitrogénio acumulado na parte aérea, atividade da enzina ascorbato
peroxidase (APX) e conteudo de peroxido de hidrogénio (H2032), para analise
molecular foram coletadas folhas para realizacdo do sequenciamento do RNA
(RNAseq). A fluorescéncia da clorofila se mostrou eficiente na caracterizagéo
do estresse provocado pelo excesso hidrico, mostrando diferenca significativa
entre os gendtipos. Os resultados em relacdo a atividade a enzima APX e
contetdo de H202 sugerem que no genétipo tolerante a producdo de H20:2
pode estar atuando na percepcdo e sinalizacdo do estresse. Os genotipos
estudados apresentam modificagcbes no perfil da expressédo de genes em
resposta ao alagamento. A utilizacdo do Transcriptograma se mostrou uma
ferramenta eficiente que fornece um representativo perfil global de expresséao
génica. Apesar da tolerancia ao alagamento ser uma caracteristica complexa e
de carater quantitativo, isto €, regulada por diversos genes, foram identificados
alguns genes candidatos da familia de fatores de transcrigcdo responsivos ao
etileno, calmodulina e proteinas de choque térmico apresentaram aumento da
expressdo no gendtipo tolerante em resposta ao excesso hidrico. Foram
identificados 23 marcadores SNPs, presentes apenas no gendtipo tolerante,
homozigotos e com anotacéo funcional para resposta a estresses abidticos.
Para validagdo dos marcadores foram desenvolvidos ensaios de competicao de
alelos (KASP). Dois marcadores SNPs GSM0612 e GSM0613 apresentaram
associagdo significativa com fenétipos tolerantes, ambos estéo localizados no
gene Glyma03g004100, uma proteina calmodulina, que pode estar associada a
rotas de sinalizagdo mediadas por célcio.

Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (120f.) Julho, 2018.
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PHYSIOLOGICAL RESPONSE, DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION, SNP
IDENTIFICATION AND MARKER ASSAY DEVELOPMENT FOR FLOODING
TOLERANCE IN SOYBEAN!?
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is a legume of high protein value and great
climatic adaptability, being one of the most consumed and cultivated oilseeds in
the world. Flooding is a frequent environmental stress that reduces soybean
growth and affects nutrient, and water uptake, and grain yield of soybean in
many producing areas in the world. Characterization of genomic regions
underlying the flooding tolerance will facilitate development of soybean varieties
for flooding tolerance. The present study aims to characterize physiological and
molecular responses to flooding stress in soybean. Genotypes with contrasting
flooding tolerance were grown on field and controlled conditions, the genotypes
were subjected to flooding, then leaves and roots were collected at 24 and 48 h
after flooding stress, respectively, and used for physiological evaluations and
RNAseq analysis. Physiological traits including chlorophyll fluorescence, N
uptake, APX activity and H202 content were collected. Chlorophyll fluorescence
was an efficient parameter to characterize the flooding stress. The sensitive
cultivar showed decrease in quantum yield than tolerant cultivar in response to
flooding. APX activity only raised in the sensitive genotype. After flooding, the
sensitive genotype showed an increase in H202, while the tolerant showed a
decrease. This result indicates that H202 may act as a signaling molecule in the
tolerant genotypes. RNAseq analysis identified genes that in response to
flooding stress showed the expression profile with expression levels statistically
altered. The Transcriptogramer tool provided transcriptome data in a genome-
wide scale, providing a wide biological scenario. From these data, also has
identified 23 SNPs in putative genes responsible for flooding tolerance. The
results are being validated with other genotypes. Therefore, were selected and
identified SNPs in candidate genes differently expressed under flooding stress,
only the SNPs with presence in tolerant genotype and with functional annotation
in abiotic stress response. After applying several filters, it were selected 23
SNPs in putative genes responsible for flooding tolerance. Were developed
Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) assays and two of these SNP markers,
designated as GSM0612 and GSMO0613, both located in a Calcium Binding
Protein that could be associated with calcium cell signaling pathways.

'Doctoral Thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (120p.) July, 2018.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma leguminosa de alto valor proteico e
grande adaptabilidade climatica, sendo uma das oleaginosas mais consumidas e
cultivadas no mundo. Na safra 2017/18, foram produzidas mundialmente 336
milhdes de toneladas de grdos de soja. O Brasil € o segundo maior produtor
mundial e se tornou, a partir da safra 2012/13, o maior exportador mundial de soja,
exportando aproximadamente 42 milhdes de toneladas do grdo nesse ano. Na
ultima safra, o Brasil exportou cerca de 68 milhdes de toneladas de soja em gréos
(COMPANHIA..., 2018).

A produtividade de grdos de soja é afetada pela ocorréncia de diversos
estresses abioticos, como temperaturas extremas do ar, salinidade, metais
pesados, seca e inundacodes, entre outros (Wang et al., 2003). O excesso hidrico &
um estresse de ocorréncia frequente que reduz o rendimento de gréos da cultura
em muitas areas produtoras desta oleaginosa no mundo, tais como na regido do
delta do rio Mississipi (Estados Unidos), no sudeste asiatico e na regido sul do
Brasil. Nestas regides, a soja € cultivada em areas de terras baixas em rotacao de

culturas com o arroz irrigado. Contudo, os solos de éareas de terras baixas



apresentam reduzida drenagem natural e estdo sujeitos a ocorréncia de periodos
temporarios de alagamento, especialmente apds eventos de precipitacdo pluvial
intensa. Além disso, espera-se aumento na frequéncia destes eventos extremos
de precipitacdo pluvial como resultado do processo de aquecimento global (Field
et al., 2012).

A rotacdo de culturas com soja em areas de arroz irrigado foi motivada pela
possibilidade de diminuicdo do banco de sementes de plantas daninhas nas
lavouras de arroz irrigado, especialmente de arroz-vermelho, além do aumento e
diversificacdo de renda na propriedade rural. Assim, a rotacdo em areas de arroz
irrigado se apresenta como uma oportunidade impar para recuperar e/ou
consolidar a sustentabilidade do processo de producéo de gréos neste ambiente.

Desde a safra 2010/11, a area cultivada com a cultura da soja na regiéo sul
do Brasil apresenta crescimento, principalmente em areas antes utilizadas apenas
com o arroz irrigado e/ou com pecuaria de corte (COMPANHIA..., 2016), sendo
que a area de rotacdo com soja corresponde a, aproximadamente, 30% da area
cultivada anualmente com arroz irrigado (Zanon et al., 2015). Nesse contexto,
existe crescente demanda por genaotipos de soja adaptados as condicdes de solos
de terras baixas e a necessidade de entendimento dos mecanismos de tolerancia
das plantas ao estresse por excesso hidrico.

A caracterizacdo das respostas fisioldégicas das plantas ao estresse é de
extrema importancia para identificacdo de genotipos tolerantes. Entretanto, em

plantas a tolerancia ao estresse por excesso hidrico tem se mostrado um processo



complexo que envolve uma série de mecanismos de adaptacao para lidar com a
hipoxia provocada pelo alagamento. Estes mecanismos incluem adaptacdes
morfologicas e metabdlicas, tais como inducdo de enzimas da rota fermentativa e
modificacdes estruturais, como presenca de aerénquima e formacdo de raizes
adventicias (Drew, 1997).

O consumo de oxigénio (Oz) pelas raizes e microrganismos do solo pode
resultar na condicdo de hipoxia em 24 horas apdés o inicio da inundacédo do solo
(Thomas, 2004). Entretanto, além da deficiéncia de Oz, ocorrem também
modificacdes quimicas no solo nesta condicdo, aumentando a disponibilidade de
elementos que podem ser toxicos para as plantas, como o manganés (Mn2*) e 0
ferro (Fez*), e aumento gradativo de gases, como amdnio (NH4*), metano (CHa) e
gas sulfidrico (H2S) (Costa, 1996; Liesack et al., 2000; Britto et al., 2001).

A percepcado do estresse e a transducao de sinais sdo passos importantes
na determinacdo da tolerancia de plantas expostas ao excesso hidrico
(Chinnusamy et al., 2004). A primeira resposta da planta em condicdo de
alagamento € metabolica. Em periodo relativamente curto de exposicdo ao
estresse, a planta identifica a falta de O2 como aceptor final de elétrons na cadeia
respiratoria e ativa uma reconfiguracdo bioquimica e fisiologica, a qual se reflete
em respostas moleculares como inducdo de genes relacionados a rotas
fermentativas e glicoliticas (Fukao & Bailey-Serres, 2004; Bailey-Serres &

Voesenek, 2008; Reena et al., 2011).



A modificacdo da expresséo génica é dependente de duas fases principais,
a transcricao e a traducdo. O fendtipo da planta resulta basicamente da interagcéao
do gendtipo com o ambiente em que a planta se desenvolve. Nesse contexto, a
analise do transcriptoma tem se mostrado como uma alternativa para o estudo da
expressao génica. O transcriptoma € um completo conjunto de transcritos nas
células, tanto em termos de tipo como em quantidade, em um dado momento de
desenvolvimento e condicdo fisiologica (Nagalakshmi et al., 2010; Levin et al.,
2010).

O advento de sequenciadores de nova geracao tem revolucionado a forma
pela qual transcriptomas de eucariotos podem ser analisados (Morozova & Marra,
2008). O desenvolvimento de métodos de RNA-seq faz uso de tecnologias de
sequenciamento que proporcionam o direto sequenciamento de sequéncias
complementares de DNAs (cDNAS) geradas a partir do mRNA alvo. RNA-seq gera
uma compreensiva Vvisao tanto da estrutura transcripcional como do nivel de
expressao dos transcritos (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009).

A analise do transcriptoma possibilita também o estudo de SNPs (do inglés
“Single Nucleotide Polymorphism”), visando a identificacdo de potenciais
marcadores moleculares. Os SNPs tém como base as alteracbes mais
elementares da molécula de DNA, ou seja, mutacdes em bases Unicas da cadeia
de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Em funcao disso,
0s SNPs tém sido pesquisados e utilizados como marcadores moleculares em

programas de melhoramento genético assistido (MAS, do inglés “Molecular



Assisted Selection”). Normalmente, os marcadores SNP séo bi-alélicos, ou seja,
geralmente, sdo encontradas apenas duas variantes em uma espécie (Ex: um
alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um par G/C), que podem
ocorrer em regifes codificadoras ou com funcéo regulatoria. Na maior parte das
vezes, entretanto, sdo encontrados em espacos intergénicos, sem funcéo
determinada (Gaut & Clegg, 1993; Rafalski, 2002). Assim, os SNPs encontrados
em genes candidatos aumentam a probabilidade de se estabelecer correlacdes

entre fenotipo e genotipo (Ganal et al., 2009; Vidal et al., 2012).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Os objetivos do presente trabalho foram estudar as respostas fisiolégicas e
as modificacdes na expressao de genes em genotipos de soja submetidos ao
excesso hidrico em solo caracteristico de terras baixas.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

- Comparar a resposta fisiologica de genotipos de soja ao excesso hidrico
em um gleissolo.

- Estudar a expressao diferencial de genes para a identificacdo de genes
candidatos a tolerancia ao excesso hidrico em soja.

- ldentificar e validar SNPs nao alélicos entre cultivares contrastantes de

soja em relacao a tolerancia ao excesso hidrico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma espécie leguminosa pertencente a
familia Fabaceae e a subfamilia Papilionoideae (Carvalho Filho & Amabile, 1996).
O grado de soja € a maior fonte de proteinas e 6leo que impulsiona diversos
complexos produtivos, como, por exemplo, da carne e do leite (FOOD..., 2015). A
cultura é uma das mais importantes no mundo, sendo que a producao mundial de
graos de soja na safra 2016/2017 foi de 351,3 milhdes de toneladas. No Brasil, a
producdo na safra de 2016/2017 foi de 113,9 milhdes de toneladas e estima-se a
producdo de 114,9 milhdes de toneladas na safra 2017/2018 (COMPANHIA...,
2018).

Nos ultimos 50 anos, eventos extremos, como secas e inundacdes, estao
mais frequentes e intensos. O painel intergovernamental sobre as mudancas
climaticas (IPCC) prevé, em funcdo da acdo antropogénica, aumento continuo
destes eventos extremos (Field et al., 2012; Hirabayashi et al., 2013). Assim como
a maioria das espécies produtoras de graos, a soja é considerada sensivel ao

estresse causado pelo excesso hidrico (Scott et al., 1989; Russell et al.,1990;



Drew, 1997), sendo que periodos de alagamentos ou inunda¢des podem afetar o
desenvolvimento e o rendimento de graos da cultura (Oosterhuis et al., 1990). O
excesso hidrico € prejudicial para o crescimento das raizes, formacédo de nédulos
para a fixacdo biologica de nitrogénio atmosférico e assimilacdo de carbono em
soja (Thomas et al.,2005; Cho & Yamakama, 2006).

O excesso hidrico afeta diversas areas produtoras desta oleaginosa no
mundo, tais como na regido do delta do rio Mississipi (Estados Unidos), no
sudeste asiatico e na regido sul do Brasil (Scott et al., 1989; Rhine et al., 2010;
Bailey-Serres et al., 2012; Zanon et al., 2015). Nestas regides, a soja €
frequentemente cultivada em areas de terras baixas em rotacédo de culturas com o
arroz irrigado. Contudo, os solos de areas de terras baixas apresentam reduzida
drenagem natural e estdo sujeitos a ocorréncia de periodos temporarios de

alagamento, especialmente apds eventos de precipitacao pluvial intensa (Pauletto

et al., 1998; Rocha et al., 2017).

2.2 Andlise da fluorescéncia da clorofila como parametro de
identificacdo do estresse em plantas de soja

As plantas possuem dois complexos fotoquimicos, chamados fotossistemas

| e Il. Estes complexos fotoquimicos atuam em série para realizar as reacdes de

armazenamento da energia proveniente da fotossintese na forma de ATP. Os

fotossistemas funcionam de forma independente e complementar, sendo que no

fotossistema | ocorre a absorgéo da luz com comprimentos de onda de 700 nm e,



no fotossistema Il, ocorre a absorcdo de comprimentos de onda de 680 nm. Em
ambos, a primeira reacdo € a transferéncia de elétrons excitados pela luz dos
centros de reacdo, chamados P680 e P700 para os fotossistemas Il e |,
respectivamente, para a cadeia transportadora de elétrons (Rohacek et al., 2008).
Os centros de reacdo sdao um complexo de moléculas de clorofilas unidas a
proteinas e quinonas, que podem ser oxidadas ou reduzidas, aceitando ou doando
elétrons. A fonte de elétrons é a agua e o receptor final € o NADP*, o qual é
reduzido a NADPH (Taiz & Zieger, 2009).

O processo conhecido como fluorescéncia se refere a parte da energia
absorvida pelas moléculas de clorofila que é dissipada na forma de radiacdo. Os
elétrons, quando recebem a energia da luz, passam de um estado normal para um
estado excitado. Quando estes elétrons voltam ao seu estado normal, parte da
energia que ndo é utilizada para a conversdo em ATP e NADPH: é liberada na
forma de radiacdo e caracteriza o processo de fluorescéncia (Maxwell & Johnson,
2000).

A medicdo da fluorescéncia da clorofila em plantas é uma ferramenta
utilizada para estudar o estado de estresse de uma planta, avaliando o balango de
energia do complexo fotossintético (Strasser et al., 1995; Lazar, 1999). Moléculas
de clorofila absorvem a energia da luz, que pode ser usada para a atividade
fotossintética da folha, ser dissipada na forma de calor ou ser reemitida como
fluorescéncia. Assim, pela medicao da fluorescéncia da clorofila A é possivel obter

informacéo sobre a eficiéncia da fotossintese e da dissipacdo de energia



fotoquimica que ocorre nas folhas (Wagner et al.,, 2014). Os parametros de
fluorescéncia tém sido relacionados a taxa de assimilacdo fotossintética de CO:
das folhas (Baker & Rosenqvist, 2004) e amplamente utilizados para estudar o
desempenho fotossintético das folhas (Baldassarre et al., 2011).

Sendo assim, a sensibilidade de fluorescéncia da clorofila a perturbactes
no metabolismo, acoplada com a facilidade e a rapidez com que as medicfes
podem ser feitas, torna potencialmente util esta ferramenta para identificacao, de
forma nédo destrutiva, de perturbacbes metabdlicas nas plantas (Barbagallo et al.,

2003; Wagner et al., 2014).

2.3 A cultura da soja em condicdo de deficiéncia de Oz

O excesso hidrico € prejudicial para a maioria das plantas cultivadas,
primeiramente em funcdo da baixa disponibilidade de oxigénio (O2). A difusdo do
O2 atmosférico diminui drasticamente em ambientes saturados por agua e as
trocas gasosas sdo reduzidas a niveis extremamente baixos. O consumo de O:2
pelas raizes, fauna e microrganismos do solo pode resultar no esgotamento de Oz
do solo em periodo de até 24 h ap0s inicio da inundacdo (Thomas et al., 2005).
Nestas condi¢cdes, a disponibilidade de oxigénio € muito baixa e o ambiente
radicular torna-se hipéxico, sendo que a condi¢cdo de hipOxia é caracterizada pela
concentracdo de Oz acima de 0% e abaixo de 20,9%, a 20°C (Bailey-Serres &

Voesenek, 2008).
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Algumas espécies desenvolveram uma série de mecanismos de adaptacéo
para lidar com a anaerobiose provocada pelo alagamento. Estes mecanismos
incluem adaptac6es morfoldgicas e metabdlicas, tais como inducdo de enzimas da
rota fermentativa e modificacdes estruturais, como presenca de aerénquima e
formacdo de raizes adventicias (Drew, 1997).

A adaptacdo metabodlica pode ser associada a aumentos na taxa de
fermentacdo, em funcdo de incrementos na atividade das enzimas alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase
(LDH). No entanto, o metabolismo anaerébico é menos eficiente na producao de
energia, se comparado ao metabolismo aerdbico (Gibbs & Greenway, 2003;
Voesenek et al., 2004; Bailey-Serres & Voesenek, 2008).

Ja respostas de longo prazo estdo ligadas a mudancas morfolGgicas
(Jackson & Armstrong, 1999). Cortes anatdomicos realizados em raizes adventicias
de plantas de soja cultivadas sob inundacao evidenciaram elevada ruptura das
células do cortex, indicando a formacédo de aerénquima lisigeno, criando espacos
vazios que servem como condutos para a transferéncia de O: para as raizes
(Pires et al., 2002; Thomas et al., 2005).

A inundacéo do solo provoca drastica reducdo da taxa de fotossintese e,
consequentemente, da assimilacdo de carbono (Oosterhuis et al.,, 1990;
Bacanamwo & Purcell, 1999). Em soja, 0 estresse por excesso hidrico por 9 dias
durante o periodo vegetativo impactou negativamente na estatura, area foliar e

teor de nitrogénio (N) nas plantas em funcdo dos dias de inundacdo (Cho &
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Yamakawa, 2006). Quando o estresse ocorre no periodo reprodutivo, ocorre maior
reducdo no rendimento de grdos. Entretanto, plantas submetidas ao excesso
hidrico por periodo curto (48 a 96 h) ndo apresentaram diferencas significativas
das plantas ndo submetidas ao estresse (Rhine et al., 2010). Sendo assim, a
reducao do rendimento de graos de soja varia conforme a intensidade e o estadio
fenologico da cultura em que ocorre o excesso hidrico, chegando a reducdes de
60% no rendimento de grdos quando ocorre no periodo reprodutivo (Schoffel et
al., 2001; Rhine et al., 2010).

A deficiéncia de O2 no sistema radicular também pode diminuir a formagéo
de nodulos nas raizes e inibir a fixagdo simbidtica de nitrogénio, em funcdo da
exigéncia de O2 no processo de fixagdo biolégica (Amarante & Sodek, 2006). A
concentracdo de ureideos no xilema € fortemente relacionada a fixacdo bioldgica
de N (Herridge & Peoples, 1990). Plantas de soja mantidas durante 14 dias em
estresse por alagamento paralisaram o crescimento e apresentaram baixos niveis
de ureideos, indicando reducdo na fixacdo bioloégica de N em condi¢cdes de

alagamento (Thomas et al., 2005).

2.4 Sinalizacao e transducao de sinal em resposta a hipoxia

Condi¢cdes de alagamento ou inundacdo causam o rapido esgotamento de
O2 no solo e dificultam as trocas gasosas. A deficiéncia de Oz inibe a respiracéo
mitocondrial, resultando na alteracdo na expressao de genes, balangco energeético,

metabolismo celular, crescimento e desenvolvimento da planta (Bailey-Serres &
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Chang, 2005). A mitocéndria é extremamente sensivel a alteracbes nos niveis de
O2 e desempenha um papel crucial na percepcdo da hipdxia, alterando a
homeostase celular. Em funcdo da falta de O: na cadeia respiratoria, pode
também ocorrer a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Navrot et
al., 2007).

A analise de transcriptoma em plantulas de soja submetidas a inundacéo
por 12 horas mostrou que, nessa condi¢cdo, ocorreu inducdo da expressédo de
genes relacionados com a fermentacéo alcodlica, sintese de etileno, defesa contra
patogenos, detoxificacdo de EROs, chaperonas e hemoglobina ndo simbidtica,
indicando que a rapida resposta a deficiéncia de Oz pode estar relacionada com a
adaptacao e sobrevivéncia das plantas ao estresse (Komatsu et al., 2009).

As principais formas de EROs sdo o oxigénio singleto (*Oz), superéxido (O2
), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH?). Em células vegetais, as
EROs sdo formadas principalmente nas mitocOndrias, peroxissomos e
cloroplastos. Em condi¢des de equilibrio, as EROs produzidas s&o detoxificadas
por mecanismos enzimaticos e nao-enzimaticos Quando ocorre desequilibrio entre
producdo e detoxificacdo, que podem ser causados por estresses bioticos ou
abidticos, o aumento nas concentracdes de EROs pode levar a peroxidacéo de
lipideos, oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e, posteriormente, morte celular
(Apel & Hirt, 2004). Entretanto, estudos tém demonstrado importante papel de
EROs na sinalizacéo local e sistémica em resposta a estresses bibticos e abioticos

(Camp et al., 2003; Kim et al., 2008; Gill & Tuteja, 2010; Mittler et al., 2011; Baxter
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et al., 2013). A formacdo de 'Oz, uma forma altamente reativa de oxigénio, a qual
€ produzida nos cloroplastos quando ha excesso de radiacdo atua também na
sinalizacdo celular. Avancos no conhecimento da formacdo e percepcdo do 'O2
foram obtidos com a descoberta de um mutante que produz 'Oz nos cloroplastos
de maneira controlada, induzindo uma série de respostas, sugerindo retro
sinalizacao do cloroplasto para o nucleo (Fischer et al., 2007).

Além disso, ocorre a producdo de ROS em resposta a hipoxia pela
ativacdo da enzima RBOH (do inglés — respiratory burst oxidase homologue)
(Miller et al., 2009). As RBOHs constituem uma familia com dez genes ja
identificados em Arabidopsis thaliana e sua atividade tem sido associada com o
mecanismo de defesa contra patégenos. Estudos demonstram também relacdo
com resposta a estresses abibticos, sugerindo que RBOHs induzem sinalizacao
sistémica mediada pela producdo de EROs (Miller et al., 2009; Mittler et al., 2011;
Suzuki et al.,, 2011). Em relagdo ao crescimento e desenvolvimento radicular,
verificou-se que a perda de funcdo da RBOH resulta na auséncia de pelos
radiculares e modificacdo na relacdo de crescimento e diferenciacdo nas raizes
(Foreman et al., 2003; Tsukagoshi et al., 2010). Além disso, a atividade de RBOHs
em células guarda foi aumentada em resposta a sinalizacao por acido abscisico
(ABA), gerando aumento nas concentracdes de EROs, principalmente H202 (Neill
et al., 2008; Mittler & Blumwald, 2015). O H202, por sua vez, regula o influxo de
calcio (Ca*), promovendo despolarizacdo da membrana e fechamento estomatico

(Kwak et al., 2003). Sendo assim, as EROs desempenham papel importante na
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sinalizacdo tanto de estresses quanto de desenvolvimento e crescimento em
plantas. O balanco entre producédo e detoxificacdo das EROs é o fator decisivo
que determina suas funcbes na sinalizacdo e na ocorréncia de dano oxidativo
(Farnese et al., 2016).

Em relacdo a sinalizacdo, sabe-se também que o Ca* atua como
mensageiro secundario em resposta ao excesso hidrico (Dat et al., 2004). A
modificacdo de influxo de Ca* na mitocondria em resposta a hipdxia esta ligada a
cascatas de sinalizacdo, modulando a expressao de genes relacionados com a
biossintese de etileno, formacdo de aerénquima, oxidase alternativa e calmodulina
(Subbaiah et al., 1994; Dat et al., 2004; Bailey-Serres & Chang, 2005; Sasidharana
& Mustroph, 2011).

A percepcao do estresse e a transducdo de sinais sdo caracteristicas chave
na determinacdo da tolerancia de plantas expostas a condicbes de estresse
(Chinnusamy et al., 2004). A expressdo de genes da familia de fatores de
transcricdo responsivos ao etileno (ERFs) apresenta papel crucial na regulagcéao
das respostas das plantas a deficiéncia de oxigénio (Bailey-Serres et al., 2012).
Em arroz, foram identificados os genes SNORKEL1 e SNORKEL2, que séo
fatores de transcricdo responsaveis pelo alongamento dos entrends como
estratégia de “escape” em situagdes de inundagao por longos periodos de tempo
(Hattori et al., 2009). Ja o gene SUB1A é responsavel pela paralisacdo do
metabolismo como estratégia de quiescéncia em situacfes de alagamentos, nas

quais a planta fica completamente submersa por curto periodo de tempo (Xu et al.,
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2006), ambos sendo responsivos ao etileno. Em Arabidopsis thaliana, foi
identificado o fator de transcricdo RAP2.2, pertencente a mesma familia do
SUB1A. O RAP2.2 é expresso constitutivamente em raizes e responsivo ao
etileno, sendo que mutantes com esse gene silenciado apresentaram menor
sobrevivéncia de plantas em situacdo de hipoxia. Estes resultados mostram o
envolvimento do fator de transcricdo RAP2.2 na resposta a esse estresse (Hinz et
al., 2010).

Estudos posteriores mostraram que RAP2.2 atua na regulacdo de outros
fatores de transcricdo responsivos ao etileno, como ERE1/ERE2, também
associados a resposta a condicbes de hipoxia em plantas (Sasidharan &
Mustroph, 2011; Hess et al.,, 2011). Aléem da familia de ERFs, a resposta a
deficiéncia de oxigénio em plantas é associada a expressédo de HB-1, que é uma
hemoglobina ndo simbidtica com alta afinidade pelo oxigénio, podendo transporta-
lo mesmo quando este se encontra em concentragcdes muito baixas (Hebelstrup et
al., 2012).

Alem disso, foi identificado o gene HRU1l (Hipoxia-Responsive Stress
Universal Protein 1), o qual € regulado pela rota de degradacdo NERP (N-End
Rule Pathway) e induzido pelo estresse causado por elevada intensidade
luminosa. Foi demonstrado que o gene HRU1, além de ser fortemente induzido
pela submergéncia, € induzido pelo fator de transcricdo RAP2.12 e interage com a
enzimas ligadas a producdo de EROs, como a enzima RBOH (Gonzali et al.,

2015). A utilizagdo de mutantes rbohD mostrou menor tolerancia das plantas em
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resposta a hipdxia, mostrando o importante papel da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) na sinalizacéo e percepc¢ao do estresse em plantas. A
inducdo de HRU1l dependente da estabilizacdo de RAP2.12 em condicdo de
hipoxia, indicando uma ligacdo entre a percepcdo da disponibilidade de Oz e a
sinalizacao do estresse por EROs. Alguns genes bem caracterizados em relacéo a
inducdo de expressdo em resposta a EROs e hipdxia, como ZAT 10, ZAT 12 e
proteinas de choque térmico, ndo sdo regulados pela via de degradacdo NERP.
Isto sugere a existéncia de um mecanismo de percepcédo da disponibilidade de O:2
especifico e independente da sinalizacdo por EROs em plantas (Gonzali et al.,
2015).

Assim, a presencga de etileno e o “turnover” de ERFs, juntamente com a
transducédo de sinal dependente da disponibilidade de Oz e EROs, desempenham
papel crucial na rede de resposta das plantas ao estresse por hipoxia (Bailey-

Serres et al., 2012; Gasch et al., 2016).

2.5 Andlise de transcriptoma e identificacdo de SNPs

Sabe-se que condicdo de hipdxia induz a expressao de diversos genes que
modulam as respostas morfologicas e fisiologicas das plantas ao estresse. A
compreensdao dos mecanismos de percepcdo e sinalizacdo da baixa
disponibilidade de Oz ndo sdo completamente elucidadas. Nesse contexto, a
analise do transcriptoma tem se mostrado como uma alternativa para o estudo da

expressao génica. O transcriptoma € um completo conjunto de transcritos nas
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células, tanto em termos de tipo, como em quantidade, em dado momento de
desenvolvimento e condicdo fisiologica (Nagalakshmi et al., 2010; Levin et al.,
2010; Komatsu et al., 2015).

O desenvolvimento de métodos de RNA-seq faz uso de tecnologias de
sequenciamento que proporciona o direto sequenciamento de sequéncias
complementares de DNAs (cDNAS) geradas a partir do mRNA alvo. RNA-seq gera
uma compreensiva visao tanto da estrutura transcripcional, assim como do nivel
de expressao dos transcritos (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009).

Andlises do transcriptoma em raizes e parte aérea de plantulas de soja
submetidas a hipoxia mostraram que, nessa condicdo, ocorreu inducdo da
expressao de genes relacionados com a fermentacéo alcoolica, sintese de etileno,
defesa contra patégenos, parede celular, detoxificacdo de EROs, chaperonas e
hemoglobina ndo simbidtica (Komatsu et al., 2009; Nanjo et al., 2011, Tamang et
al.,2014).

Em plantas de soja em estadio vegetativo de desenvolvimento, a analise do
transcriptoma identificou a reducédo na expressédo de genes relacionados com a
fotossintese e sintese de clorofila e parede celular (Chen et al., 2016). A
expressao de genes de fatores de transcricdo (FTs) é considerada importante na
resposta a estresses, uma vez que FTs desempenham papel chave na regulacao
genica a nivel transcricional. Em soja, genes da familia ERFs (FTs responsivos ao
etileno) e WRKY (FTs relacionados a sinalizacdo sistémica em plantas) foram

diferencialmente expressos na parte aérea em resposta a hipoxia (Chen et al.,
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2016). A andlise de transcritos de dois genotipos de soja contrastantes em relacao
a tolerancia ao excesso hidrico identificou que o gendtipo tolerante apresentou
menor numero de genes “up-regulated” e maior numero de genes “down-
reguated”, quando comparado com o gendtipo sensivel. Analises do RNA-seq e
gRT-PCR indicaram diferenca na estrutura do gene de hemoglobina nao-
simbidtica entre os dois gendtipos (Nakayama et al.,2017).

Além disso, a andlise do transcriptoma possibilita o estudo de SNPs (do
inglés “Single Nucleotide Polymorphism”), visando a identificacdo de potenciais
marcadores moleculares. Os SNPs tém como base as alteracbes mais
elementares da molécula de DNA, ou seja, mutacdes em bases Unicas da cadeia
de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Normalmente,
SNPs sédo bi-alélicos, ou seja, geralmente, sdo encontradas apenas duas variantes
em uma espeécie (Ex: um alelo corresponde a um par de bases A/T e 0 outro a um
G/C), que podem ocorrer em regifes codificadoras ou com funcéo regulatéria. Na
maior parte das vezes, entretanto, sdo encontrados em espagos intergénicos, sem
funcao determinada (Gaut & Clegg, 1993; Rafalski, 2002).

A identificagdo de marcadores moleculares baseados em SNPs cresceu
rapidamente nos ultimos anos, em funcdo da utilizacdo dos sequenciadores de
nova geracao e disponibilidade de plataformas automatizadas de genotipagem. A
validagdo dos SNPs como marcadores moleculares associados a uma

determinada caracteristica € feita utilizando dados de fenotipagem e genotipagem
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de uma populacdo segregante ou de um painel de gendtipos (Mammadov et al.,
2012).

A identificacdo de SNPs em genes candidatos surge como importante
ferramenta para programas de melhoramento genético assistido. Além disso,
aumenta a probabilidade de se estabelecer correlacbes entre fenotipo e gendtipo
(Ganal et al., 2009; Vidal et al., 2012). Em soja, ja foram identificados marcadores
SNPs a partir de genes candidatos relacionados a tolerancia ao aluminio (Abdel-
Haleem et al., 2014), a salinidade (Patil et al., 2016), a resisténcia ao nematoéide

do cisto (Shi et al., 2015) e a resisténcia a ferrugem asiatica (Childs et al., 2018).

2.6 Transcriptograma

O transcriptograma é um método para apresentar, analisar e tratar dados
de transcriptoma que reduz o ruido e facilita a interpretacdo bioldgica dos
resultados (Rybarczyk-Filho et al., 2011; Silva et al., 2014). Esse novo método
utiliza o software Transcriptogramer, desenvolvido por pesquisadores do Instituto
de Fisica da UFRGS, disponivel em
http://lief.if.ufrgs.br/pub/biosoftwares/transcriptogramer.

Inicialmente uma lista ordenada de genes é produzida, a partir da rede de
associacdo proteina-proteina disponivel no banco de dados livres chamado
STRING (do inglés SearchTtool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)
disponivel em https://string-db.org, de tal modo que a probabilidade de que os

genes que sao funcionalmente associados decai exponencialmente com o


http://lief.if.ufrgs.br/pub/biosoftwares/transcriptogramer
https://string-db.org/
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distanciamento na lista. Este ordenamento apresenta justificativa bioldgica,
evidenciada pela segregacdo de diferentes funcfes biolégicas do pelo Gene
Ontology, disponivel em www.geneontology.org, que € uma base de dados que
classifica genes e seus produtos com base em trés critérios: componente celular,
funcao celular e processo bioldgico, e rotas metabdlicas do KEGG, disponivel em
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html, um banco de dados de referéncia online
para rotas metabdlicas. Assim, perfis de transcriptograma séo obtidos pela média
da expressao génica tomada sobre genes vizinhos nesta lista, de forma similar ao
método de amplificacdo de sinal Boxcar Average. Além de aumentar a precisao
das medicdes de expressdo dos conjuntos de genes funcionalmente relacionados,
o transcriptograma também melhora a reprodutibilidade das medidas (Silva et al.,

2014; De Almeida et al., 2016).
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3.1 Introducéao

Aproximadamente 20% da area do estado do Rio Grande do Sul, ou seja,
5,5 milhdes de hectares € composta por solos de terras baixas. Deste total,
estima-se que aproximadamente trés milhdes de hectares possuam estrutura para
irrigacéo e drenagem para o cultivo de arroz irrigado, sendo cultivados anualmente
cerca de 1,1 milhdo de hectares com esta cultura. Assim, existe potencial para uso
mais intensivo destas areas com outros cultivos em um sistema de rotacdo de
culturas, sem interferir na area cultivada anualmente com arroz irrigado
(Marchesan et al., 2013).

O interesse no cultivo da soja em rotagcdo com arroz irrigado vem crescendo
de forma significativa no estado do Rio Grande do Sul. Na safra 2011/12, a &rea
cultivada com a cultura da soja em terras baixas foi de aproximadamente 187 mil
hectares, aumentando, na safra 2014/2015, para aproximadamente 300 mil
hectares, representando crescimento de 60% na area cultivada (Zanon et al.,
2015).

Esse interesse foi motivado pela possibilidade de diminuicdo do banco de
sementes de plantas daninhas nas lavouras de arroz irrigado, especialmente de
arroz-vermelho, além do aumento e diversificacdo de renda na propriedade rural.
Assim, a rotacdo de culturas em areas de arroz irrigado se apresenta como uma
oportunidade impar para recuperar e/ou consolidar a sustentabilidade do processo

de producéo de gréos neste ambiente (Correia et al., 2013).
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Os solos nos quais se cultiva arroz irrigado, denominados solos de terras
baixas, sdo geralmente deficientes em drenagem natural, causada pela
predominancia de relevo plano associado a um perfil de solo cuja camada
superficial é pouco profunda e a subsuperficial € praticamente impermeavel. Por
iSS0, essas areas estao sujeitas ao alagamento ou inundacdes temporarias.

A soja apresenta variabilidade genética em relacdo a tolerancia ao excesso
hidrico (Van Toai & Beerlein,1994; Valliyodan et al.,2017), porém, apesar desta
variabilidade, a soja € sensivel ao excesso hidrico, sendo que periodos de
alagamento do solo causam alteracdes anatdbmicas, morfologicas e fisiologicas
nas plantas que, na maioria dos casos, levam a reducao no potencial produtivo da
cultura (Scott et al., 1989; Rhine et al.,2010; Ahmed et al, 2013).

Em condicdo de alagamento, ocorrem inicialmente alteracdes metabdlicas
na planta, como o aumento na taxa de fermentacdo (metabolismo anaerdbico) em
fungéo da deficiéncia de oxigénio. No entanto, o metabolismo anaerdbico é menos
eficiente na producdo de energia se comparado ao metabolismo aerodbico,
limitando a disponibilidade de energia para os processos fisioldgicos das plantas.
Em um segundo momento ocorre adaptacbes morfologicas nas plantas em
resposta ao alagamento, como a formacéo de aerénquima e de raizes adventicias
(Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Entretanto, estas estratégias afetam
diretamente o balanco energético das plantas, podendo prejudicar seu
desenvolvimento. Além disso, a deficiéncia de oxigénio no sistema radicular

causada pelo alagamento afeta negativamente a fixacdo biolégica de nitrogénio,
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devido a necessidade de oxigénio para esse processo (Thomas et al., 2005;
Oliveira & Sodek, 2013).

Em funcdo destas limitacdes, existe crescente demanda por genotipos de
soja adaptados as condi¢cdes de solos de terras baixas e a necessidade de
entendimento dos mecanismos de tolerancia das plantas ao estresse por excesso
hidrico. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a resposta de
genotipos de soja ao excesso hidrico em solo caracteristico de terras baixas do

estado do Rio Grande do Sul.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Local de execucédo do experimento

O experimento foi conduzido a campo com a cultura da soja na safra
2015/2016, na Estacédo Experimental do Arroz do Instituto Rio Grandense do Arroz
(EEA/IRGA).

A EEA/IRGA estd localizada no municipio de Cachoeirinha, regiédo
ecoclimatica da Depressédo Central do Estado do Rio Grande do Sul, situada a
299557307 de latitude sul e 50°58°21"" de longitude oeste e com altitude de sete
metros acima do nivel do mar.

O clima da regidao € do tipo subtropical umido, conforme classificacéo
climatica de Koeppen, sendo considerado como de transicao entre os tipos Cfa:

(isoterma anual inferior a 18°C) e Cfaz (isoterma anual superior a 18°C). A
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temperatura minima média do ar € de 9,8°C, no més mais frio (julho), e a maxima
média é de 31,6°C, no més mais quente (janeiro) (Bergamaschi et al., 2003).

O solo da area experimental na EEA/IRGA ¢é classificado como Gleissolo
Haplico Distrofico tipico (Streck et al., 2008). Este tipo de solo ocorre em terras
baixas, sendo sujeito a saturacdo por agua ou alagamentos em periodos de
elevada precipitacao pluvial.

Os atributos fisicos e quimicos do solo da area antes da instalacdo do
experimento foram avaliados em amostras coletadas na camada de 0-20 cm de
profundidade. A analise de solo foi realizada pelo Laboratorio de Analises de Solos
do IRGA, tendo apresentado os seguintes valores: argila: 19%; pHagua: 5,4;
Foésforo (Mehlich-1): 18,2 mg dm=; Potassio (Mehlich-1): 27,6 mg dm?,
Capacidade de troca de céations (CTCph 7,0): 7,9 cmolc dm™ e matéria organica: 13
g kg*. A acidez do solo foi previamente corrigida pela aplicacdo de calcario

visando elevar o pH a 6,0.

3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Neste experimento de campo realizado na EEA/IRGA foram utilizados seis
genotipos de soja: TECIRGA 6070, considerado tolerante (Lange et al.,2013),
BMXVALENTE e BMX PONTA, considerados intermediarias (comunicacao
pessoal), e NA5909, NA5959 e SYN1359, considerados sensiveis a0 excesso
hidrico. Foram realizados dois tratamentos de inundacdo do solo: testemunha

(sem inundacao) e excesso hidrico (quatro dias de inundacgao) (Figura 1).
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro
repeticdes por tratamento. Cada unidade experimental foi composta por uma area
de 12 m?, constituida de 4 linhas de 6 m de comprimento, espacadas em 0,5 m. A
semeadura foi realizada no dia 23/11/2015 e a densidade de semeadura utilizada
foi de 30 sementes aptas m? O alagamento, com lamina de &agua de
aproximadamente 10 cm, ocorreu quando as plantas estavam em estadio
vegetativo de desenvolvimento entre V6 — V8 no dia 07/01/2016.

A escala de estadios de desenvolvimento utilizada no presente trabalho € a
escala proposta por Fehr & Caviness (1977), pela qual o estadio V7, por exemplo,
corresponde a sete nds no caule com folhas completamente desenvolvidas,

iniciando com o n6 das folhas unifolioladas.

T ¥ !_ e ’k "W < w ‘4

FIGURA 1. Exeto com seis ge()tipos de soja sob excesso hidrico em um
Gleissolo, safra 2015/2016, EEA/IRGA (Cachoeirinha-RS).
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3.2.3 Parametros avaliados

Os parametros utilizados para avaliar a resposta dos genoétipos de soja ao
excesso hidrico foram a variacdo do indice de vegetacdo por diferenca
normalizada (NDVI), a fluorescéncia da clorofila, massa seca e nitrogénio
acumulado na parte aérea, sobrevivéncia de plantas e rendimento de graos soja e
seus componentes.

Determinacéo de reflectancia do dossel (NDVI)

A reflectancia do dossel foi avaliada pelo radibmetro Greenseeker. Este
equipamento fornece o valor do “indice de vegetacdo por diferenca normalizada”
(NDVI). O aparelho foi posicionado paralelamente as linhas da cultura, em uma
altura entre 0,8 e 1,0 m acima do topo do dossel. As leituras foram realizadas por
ocasido do deslocamento linear do equipamento sobre a unidade experimental,
com largura util captada pelo sensor de 0,7 a 0,8 m. Apés o acionamento do
sensor, ocorre a leitura de um ponto sobre o dossel a cada 0,1 segundo,
totalizando cerca de 30 pontos medidos em cada unidade experimental. Foram
realizadas leituras de NDVI nos dias 07/01, 08/01, 11/01, 12/01, 14/01, 18/01,
20/01, 26/01, 29/01 e 17/02, compreendendo os periodos anterior, durante e apos
a imposicao do estresse.

Fluorescéncia da clorofila

Foi avaliado o rendimento quantico do fotossistema Il (Yield) sob condicbes
naturais de luminosidade. O aparelho utilizado para as medi¢cdes da fluorescéncia

da clorofila € o OS1-FL Chlorophyll Fluorometer (Opti-Sciences). As leituras foram
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realizadas nos dias 08/01 (1 dia apos inicio da inundacado), 11/01 (4 dias apoés
inicio da inundacdo) e 14/01 (3 dias apos a drenagem). As avaliacoes foram
realizadas sempre no mesmo horario do dia (entre 10:00 e 11:00 h).

Rendimento de massa seca (ms) da parte aérea

Foi realizada coleta de plantas em todas as unidades experimentais no dia
18/01/2016 (florescimento). A area amostrada foi de 0,5 m2. As plantas foram
secas em estufa a 60 °C até atingir peso constante, sendo o valor de massa seca
da parte aérea na area amostrada extrapolado para kg ha*.

Sobrevivéncia de plantas

Foi realizada avaliacdo visual de sobrevivéncia das plantas em cada
unidade experimental no dia 20/01/2016. Utilizou-se escala com variacdo de zero
(nenhuma planta viva na parcela) a 100% (todas as plantas vivas na parcela). O
percentual de sobrevivéncia das plantas em cada unidade experimental foi o valor
médio calculado a partir dos valores percentuais de sobrevivéncia determinados
por trés avaliadores independentes.

Rendimento de graos e seus componentes

Foi obtido através da colheita de area de 3 m2, o que corresponde as duas
linhas centrais de cada parcela, descontando-se as duas linhas laterais das
bordaduras. Apdés a trilha, foi determinado o peso de grdos por unidade
experimental e extrapolado para rendimento de grédos (em kg hat), na umidade de
13%. Os componentes de rendimento analisados foram peso do grao, niumero de

legumes planta™! e nimero de gréos legume™.
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Antes da realizac&o da trilha, foram amostradas 10 plantas representativas
da éarea util colhida para determinacdo dos componentes do rendimento de graos.
Nestas plantas amostradas foram realizadas as avaliacdes de componentes do
rendimento de grédos, conforme descrito a seguir.

Numero de legumes planta™*: foi realizada contagem do nimero de legumes
na amostra de 10 plantas, sendo determinada a média do numero de legumes
planta?.

Numero de grdos legume: foi realizada contagem do nimero de grdos na
amostra de 10 plantas, sendo determinada a média do nimero de grdos planta™.
O numero de grdos legume™ foi determinado pela relagdo entre o nimero de
graos planta® e o nimero de legumes planta*.

Peso do gréo: foi determinado pela pesagem de trés amostras de 50 graos
de cada unidade experimental, sendo o valor corrigido para a umidade de 130 g

kgt

3.2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F (p<0,05),
com auxilio do aplicativo ASSISTAT versdo 7.6. Quando houve significancia
estatistica, foi feita comparacédo entre médias dos tratamentos pelo teste t, ao nivel

de 5% de probabilidade.
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3.3 Resultados e Discusséao

3.3.1 Parametros fisiolodgicos

Para caracterizar 0 estresse e as respostas dos gendtipos testados ao
excesso hidrico um dos parametros foi a fluorescéncia da clorofila. Os gendtipos
avaliados apresentaram diferenca entre si quando submetidas ao excesso hidrico
(Figura 2). Na leitura realizada 1 dia ap0s o inicio da inundacao, o gendtipo SYN
1359 e NA 5959 apresentaram maior rendimento quéantico se comparadas aos
outros genotipos. Esse comportamento pode ser explicado em funcdo das
caracteristicas edafoclimaticas, solos caracteristicos de terras baixas apresentam
baixa capacidade de retencdo de agua, aliado a alta demanda atmosférica, a
presenca da agua foi positiva em um primeiro momento. O cultivo da soja nesse
tipo de solo reflete em estresse por deficiéncia hidrica, mesmo em anos de
precipitacbes bem distribuidas (Rocha et al.,, 2017). Entretanto, na avaliacdo
realizada 4 dias ap6s o inicio do estresse o gendtipo SYN 1359 (considerado
sensivel) apresentou o menor rendimento quantico se comparado aos demais.
Enquanto que, o gendtipo PONTA, considerado intermediario, apresentou
rendimento quantico superior as demais. Na leitura realizada 3 dias apos a
drenagem para avaliar a recuperacdo das plantas ndo se observou diferenca

significativa entre elas.
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FIGURA 2. Rendimento quantico (Yield) de seis gendtipos de soja em funcdo do

excesso hidrico, as avaliagdes foram realizadas 08/01 e 11/01 (1 e 4
dias apos inicio da inundacao, respectivamente) e no dia 14/01 (3 dias
apOs a drenagem). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste t (p=0,05). ns: nao significativo (p>0,05). EEA/IRGA,
Cachoeirinha-RS.

Foram realizadas leituras de indice de vegetacao por diferenca normalizada
(NDVI) para acompanhar a resposta dos genétipos ao excesso hidrico (Figura 3).
Nas primeiras leituras realizadas no primeiro dia e 1 dia apds inicio da inundacao
as plantas que foram submetidas a inundagao apresentaram valores maiores de
NDVI em comparacdo com seus respectivos controles, nos seis genotipos. Esse

comportamento sugere que as plantas estariam nesse primeiro momento se

beneficiando da presenca da lamina de agua. Ja na leitura de NDVI realizada no
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quarto dia apos inicio do estresse (11/01) apenas os gendtipos PONTA e NA 5909
nao diferiram dos seus respectivos controles, os demais genotipos apresentaram
menor NDVI em funcédo do excesso hidrico. Nas leituras sequentes observou-se a
diminuicao das leituras de NDVI nos seis genétipos submetidos ao excesso hidrico
por quatro dias se comparadas as plantas ndo inundadas, refletindo o estresse
causado pela inundacdo. O gendtipo PONTA apresentou, em duas leituras de
NDVI (26/01 e 17/02), melhor recuperacdo que os demais gendtipos, confirmando

0 gque era visualmente perceptivel no campo.
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FIGURA 3. indice de vegetacdo por diferenca normalizada (NDVI) relativo ao
controle, cada leitura de cada genotipo foi analisada em relagdo ao
seu respectivo controle. As setas no grafico indicam o momento do
inicio do excesso hidrico e 0 momento da drenagem da lamina de
agua. **, * indicam significancia de 1% e 5%, respectivamente.
Cachoerinha, 2015/16.
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O rendimento de massa seca (ms) da parte aérea é um parametro
frequentemente utilizado para avaliar o grau de estresse das plantas em funcéo do
excesso hidrico no solo. O estresse causado pelo excesso hidrico provocou
diminuicdo de ms da parte aérea em todos os genotipos testados (Tabela 1). O
oxigénio atua como aceptor final da cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria. Em condicdes aerbdbicas, 1 mol de hexose é convertido em,
aproximadamente 30 a 32 mol de ATP. Entretanto, em condi¢cdes de anaerobiose,
a producdo de ATP é drasticamente reduzida. Com o predominio de processos
fermentativos, sdo produzidos apenas 2 mol de ATP por cada mol de hexose.
Sendo assim, em condi¢cfes de inundacao, a producdo de ATP pela fosforilacdo
oxidativo, dependente de O, € inibida e a producdo de ATP depende basicamente
de processos anaerobicos, como a glicélise (Buchanan et al., 2000).

A reducdo observada no rendimento ms pode ser explicada pelo
desequilibrio no balanco energético das plantas em condi¢cdes de hipoxia no
ambiente radicular (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). A condicdo de hipdxia
gerada pela inundacdo é caracterizada pela diminuicdo na concentracdo de
oxigénio (O2), promovendo deficiéncia de Oz e causando modificagbes no
metabolismo primario da planta.

Quando foram comparados os genotipos em cada tratamento, na condi¢cao
controle (sem inundagédo) os genotipos VALENTE, TECIRGA 6070 e SYN 1359

apresentaram maior rendimento de ms. Quando comparados no excesso hidrico o
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genotipo PONTA apresentou rendimento de ms da parte aérea superior as

demais.

TABELA 1. Rendimento de massa seca da parte aérea de seis genotipos de soja
em funcdo do excesso hidrico, Cachoeirinha 2015/16.

Tratamento de Excesso Hidrico (EH)

Gen6tipo Testemunha 4 dias EH
------------------ L R e ———
NA 5959 2632 a AB 1412 b B
VALENTE 2924 a A 1549 b B
PONTA 2606 a AB 2013 b A
NA 5909 2186 aB 1710 b AB
TECIRGA 6070 3053 aA 1551 b B
SYN 1359 3007 a A 1631 b AB

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste t ao nivel
de 5% de probabilidade. Letras mindsculas comparam a diferenca entre os tratamentos e letras
mindsculas comparam a diferenca entre os genétipos em cada tratamento.

Foi avaliada a sobrevivéncia de plantas em funcdo da inundacdo. Para
tanto, foi observada a porcentagem de plantas vivas em cada unidade

experimental, por meio de avaliacdo visual no dia 20/01/2016 (Tabela 2).
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TABELA 2. Sobrevivéncia de plantas em seis gendtipos de soja em funcédo do
excesso hidrico. Cachoeirinha, RS, 2015/16.

Tratamento de Excesso Hidrico (EH)

Genaotipo Testemunha 4 dias EH Médias
_____________________________ 0/ ~m e
NA 5959 100 52,5 76,2 ab
VALENTE 100 52,5 76,2 ab
PONTA 100 70 85a
NA 5909 100 60 80 ab
TECIRGA 6070 100 65 82,5a
SYN 1359 100 42,5 71,25b
MEDIAS 100 A 57B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e letra mindscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste t (p=0,05).

Na condicdo controle (testemunha sem inundacdo), a sobrevivéncia das
plantas foi de 100%, como esperado. J4 a sobrevivéncia das plantas submetidas
ao excesso hidrico por 4 dias foi significativamente menor, em média de 57%. Na
comparacao realizada entre os genotipos observou-se que nos genotipos PONTA
e TECIRGA 6070 (considerados intermediario e tolerante, respectivamente)
apresentaram maior sobrevivéncia de plantas no campo apoOs imposicdo do

estresse.

3.3.2 Rendimento de graos

Em relacdo ao rendimento de gréos, a interacdo dos fatores genotipo e
excesso hidrico ndo foi significativa, sendo significativas as diferencas entre os
genotipos e entre os tratamentos de excesso hidrico. Os seis genétipos de soja
analisados apresentaram diminuicdo no rendimento de grdos em funcdo do

excesso hidrico (Tabela 3). O rendimento médio de grdos dos genoétipos nas
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parcelas sem inundacao foi maior do que no tratamento de 4 dias de excesso

hidrico.

TABELA 3. Rendimento de gréos de seis gendtipos de soja em funcdo do excesso
hidrico. Cachoeirinha, 2015/16.

Tratamento de Excesso Hidrico (EH)

Genotipo Testemunha 4 dias EH Médias
Rendimento de grédos (kg ha”)

NA 5959 3297 1558 2428 ab
VALENTE 3504 2305 2904 a
PONTA 2948 2514 2731 a
NA 5909 3063 1905 2484 ab
TECIRGA 6070 3615 2331 2973 a
SYN 1359 3231 1087 2159 b
MEDIAS 3276 A 1950 B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste t ao nivel
de 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam a diferenca entre os tratamentos na coluna
e letras minUsculas comparam a diferenca entre os gendtipos na linha.

Os gendtipos VALENTE, PONTA e TECIRGA 6070 mostraram rendimento
de grdos superiores e o genoétipo SYN1359 apresentou desempenho inferior
quando cultivado em solo caracteristico de terras baixas.

O numero de legumes planta? variou em funcdo dos gendtipos, sendo
maior na TECIRGA 6070, entretanto n&o apresentou diferenca entre o0s
tratamentos de excesso hidrico (Tabela 4). O nimero de grdos legume! foi maior
nas plantas submetidas ao excesso hidrico, provavelmente devido a mortalidade
das plantas. O componente peso do grdo nao apresentou diferenca entre 0s
tratamentos de excesso hidrico, pois € uma caracteristica determinada

geneticamente, apresentando diferenca apenas entre os genétipos.
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TABELA 4. Componentes de rendimento de grédos de seis gendtipos de soja
funcdo do excesso hidrico. Cachoeirinha, 2015/16.

Graos legume-
Genobtipos Legu_mes 1 Pe~so do
1 o
planta™ (n°) (n°) grao (g9)
NA5959 53¢ 19a 0,15b
VALENTE 59 bc 1,8 ab 0,16 a
PONTA 62 bc 20a 0,13d
NA5909 71 ab 1,8 ab 0,14 c
TECIRGA 83 a 1,7b 0,13d
SYN1359 55 bc 1,8 ab 0,14 c
Tratamentos

Testemunha 74 ns 1,7B 0,14 ns

Excesso 53 19A 0,14

Hidrico

CV (%) 47,5 15,5 2,6

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste t ao nivel
de 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam a diferenca entre os tratamentos e letras
mindsculas comparam a diferenca entre os genétipos. ns = néo significativo.

34 Conclusbes

O estresse causado pelo excesso hidrico afeta a eficiéncia fotossintética, o
acumulo de massa seca, rendimento de grdos e sobrevivéncia de plantas dos
genotipos de soja avaliados no presente estudo.

Neste estudo, o gendtipo PONTA apresenta maior rendimento quantico da
fotossintese em comparacdo aos demais genotipos em resposta ao excesso
hidrico por 4 dias, bem como melhor recuperagcéo apos a drenagem avaliada pelo
indice de Vegetacdo por Diferenca Normalizada (NDVI) e pelo maior acumulo de

massa seca da parte aérea.
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Em relacdo a sobrevivéncia de plantas, os gendtipos TECIRGA6070 e
PONTA apresentam maior sobrevivéncia quando comparadas aos demais
genotipos avaliados apoés 4 dias sob excesso hidrico.

Outro parametro que apresenta diferenca significativa entre os genotipos
avaliados € o rendimento de grdos. Os genotipos TECIRGA 6070, PONTA e
VALENTE apresentam maior rendimento de grdos em resposta ao alagamento
quando comparados aos demais genotipos. Ja o gendétipo SYN1359 (considerada
sensivel ao excesso hidrico) apresenta menor rendimento de graos em resposta

ao estresse provocado pelo excesso hidrico.
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4 CAPITULO 2

Analise da expressao diferencial de genes e identificacado, selecao e
validacdo de SNPs em genes envolvidos a tolerancia ao excesso hidrico

em soja



50

4.1 Introducéao

O excesso hidrico afeta diversas areas produtoras de soja no mundo, tais
como na regido do delta do rio Mississipi nos Estados Unidos, no sudeste asiatico
e regido sul do Brasil (Scott et al., 1989; Rhine et al., 2010; Bailey-Serres et al.,
2012; Zanon et al., 2015). O excesso hidrico é prejudicial para a maioria das
plantas cultivadas, primeiramente em funcdo da baixa disponibilidade de oxigénio
(O2). A difusdo do Oz atmosférico diminui drasticamente em ambientes saturados
por 4gua e as trocas gasosas sao reduzidas a niveis extremamente baixos. O
consumo de O:2 pelas raizes, fauna e microrganismos do solo pode resultar no
esgotamento de Oz do solo em periodo de 24 h apds inicio da inundagédo (Thomas
et al., 2005). Nestas condicdes, a disponibilidade de oxigénio é muito baixa e o
ambiente radicular torna-se hipoxico.

A hipoxia é caracterizada pela concentracdo de O2 entre = 0% e < 20,9%,
aumento do metabolismo anaerdbico nas plantas, aumento da produgdo de
energia (ATP) pela glicdlise, disponibilidade limitada de O:2 para fosforilacdo
oxidativa e aumento da via fermentativa de regeneracao de NAD* (Bailey-Serres &
Voesenek, 2008). Sendo assim, periodos de inundacdo do solo séo
frequentemente acompanhados de reducgao do teor de O:2 celular, que, por sua
vez, limita diretamente os processos de assimilagcao de carbono e de producéo de
ATP, afetando o crescimento e o desenvolvimento da planta (Dat et al., 2004;

Voesenek & Bailey-Serres, 2015).
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Algumas espécies desenvolveram uma série de mecanismos de adaptacéo
para lidar com a anaerobiose provocada pelo alagamento e a soja, por ser
originaria de areas alagadas do norte da China, apresenta variabilidade genética
em relacdo a tolerancia ao excesso de umidade no solo (Vantoai et al.,1994;
Valliyodan et al.,2017). Os mecanismos envolvidos na resposta ao excesso hidrico
incluem adaptac6es morfolégicas e metabdlicas, tais como inducédo de enzimas da
rota fermentativa e modificacdes estruturais, como presenca de aerénquima e
formacdo de raizes adventicias (Drew, 1997). A primeira resposta da planta em
condicdo de alagamento é metabodlica. Em periodo relativamente curto de
exposicao ao estresse, a planta identifica a falta de O2 como aceptor final de
elétrons na cadeia respiratéria como um sinalizador.

A adaptacdo metabdlica pode ser associada a aumentos na taxa de
fermentacdo, em funcdo de incrementos na atividade das enzimas alcool
desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC) e lactato desidrogenase
(LDH). No entanto, o metabolismo anaerobico é menos eficiente na producgéo de
energia, se comparado ao metabolismo aerdbico (Voesenek et al., 2004).

O excesso hidrico afeta o crescimento das plantas, area foliar e teor de
nitrogénio (N), acimulo de massa seca e, consequentemente, o rendimento de
graos em soja (Bacanamwo & Purcell, 1999; Cho & Yamakawa, 2006; Rosa et al.,
2007). O estresse durante o periodo de crescimento vegetativo pode causar
reducoes de até 60% no rendimento de grdos em soja, variando conforme a

intensidade e o estadio fenoldégico em que ocorre o estresse (Schoffel et al., 2001).
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A deficiéncia de O2 no sistema radicular também pode diminuir a formacao de
nodulos nas raizes e inibir a fixacdo simbiotica de nitrogénio, em funcdo da
exigéncia de O2 no processo de fixagdo bioldgica (Amarante & Sodek, 2006). Além
disso, o alagamento induz modificacdes quimicas no solo. Em funcéo da auséncia
de O2, é praticamente interrompida a mineralizagdo do nitrogénio amoniacal,
sendo o nitrato (NOs) € o primeiro composto a ser oxidado em ambientes
anaerébicos, seguido por MnO2, Fe(OH)s, SO42? e matéria organica. Essas
reacdes causam alteracbes no pH da solugcdo do solo, aumento nhas
concentracbes de amodnio, ferro, manganés e de outros gases, como gas
carbonico (COz2), metano (CHas) e gas sulfidrico (H2S) (Boru et al., 2003; Liesack et
al., 2000). Entretanto, em plantas a tolerancia ao estresse por excesso hidrico tem
se mostrado um processo complexo que envolve uma série de mecanismos de
adaptacdo para lidar com a hipdxia provocada pelo alagamento. Sendo assim,
existe crescente demanda por identificacdo de gendtipos de soja tolerantes ao
excesso hidrico, bem como, pelo melhor entendimento dos mecanismos de
tolerancia envolvidos na resposta a esse estresse.

Acredita-se que a percepcao do estresse e transducdo de sinais séo
caracteristicas chave na determinacdo da tolerédncia de plantas expostas a
condicbes de estresse (Chinnusamy et al., 2004). Dessa forma, o fendtipo
tolerante resulta basicamente da interacdo do genotipo (genes que determinam
caracteristicas) com o ambiente em que a planta se desenvolve. Nesse contexto,

a analise do transcriptoma tem se mostrado como alternativa para o estudo da
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expressao génica. O transcriptoma € um completo conjunto de transcritos nas
células, tanto em termos de tipo como em quantidade, em dado momento de
desenvolvimento e condicdo fisiolégica (Yamada et al.,, 2003). O advento de
sequenciadores de nova geracdo tem revolucionado a forma que transcriptomas
de eucariotos podem ser analisados (Morozova & Marra, 2008). O
desenvolvimento de métodos de RNA-seq faz uso de tecnologias de
sequenciamento que proporcionam o direto sequenciamento de sequéncias
complementares de DNAs (cDNAs), geradas a partir do mRNA alvo. RNA-seq
gera uma compreensiva visdo tanto da estrutura transcripcional como do nivel de
expressao dos transcritos (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009). A analise
de transcriptoma em plantulas de soja submetidas a inundacdo por 12 horas
mostrou que, nessa condicdo, ocorreu inducdo da expressdo de genes
relacionados com a fermentacdo alcodlica, sintese de etileno, defesa contra
patogenos, detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), chaperonas e
hemoglobina néo simbidtica, indicando que a rapida resposta a deficiéncia de Oz
pode estar relacionada com a adaptacéo e sobrevivéncia das plantas ao estresse
(Komatsu, 2009).

Além disso, estudos demonstram que a expressao de genes da familia de
fatores de transcricdo responsivos ao etileno (ERFs) apresenta papel crucial na
regulacdo das respostas das plantas a deficiéncia de oxigénio (Bailey-Serres et
al., 2012). Em arroz, foram identificados os genes SNORKEL1 e SNORKELZ2, que

sao fatores de transcricdo responsaveis pelo alongamento dos entren0s como
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estratégia de “escape” em situagdes de inundagao por longos periodos (Hattori et
al., 2009). Ja o gene SUB1A é responsavel pela paralisacdo do metabolismo como
estratégia de quiescéncia em situacfes de alagamentos onde a planta fica
completamente submersa por curto periodo de tempo (Xu et al., 2006), ambos
responsivos ao etileno. Em Arabdopsis, foi identificado o fator de transcricdo
RAP2.2, pertencente a mesma familia do SUB1A. O RAP2.2 é expresso
constitutivamente em raizes e responsivo ao etileno, sendo que mutantes com
esse gene silenciado apresentaram menor sobrevivéncia de plantas em situacao
de hipoxia. Estes resultados mostram o envolvimento do fator de transcricdo
RAP2.2 na resposta a esse estresse (Hinz et al.,, 2010). Estudos posteriores
mostraram que RAP2.2 atua na regulacdo de outros fatores de transcricdo
responsivos ao etileno ERE1/ERE2, também associados a resposta a hipdxia em
plantas (Sasidharan & Mustroph, 2011). Além da familia de ERFs, a resposta a
deficiéncia de oxigénio em plantas é associada a expressao de HB-1, que é uma
hemoglobina ndo simbidtica com alta afinidade pelo oxigénio, podendo transporta-
lo mesmo quando se encontra em concentracdes muito baixas (Hebelstrup et
al.,2012).

Além da analise da expressao diferencial de genes, com o sequenciamento
de RNA podem ser identificados SNPs (do inglés “Single Nucleotide
Polymorphism”), disponibilizando um banco de dados para identificagdo de
potencias marcadores moleculares. Os SNPs tém como base as alteragbes mais

elementares da molécula de DNA, ou seja, mutacdes em bases Unicas da cadeia
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de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Em funcéo disso,
0s SNPs tém sido pesquisados e utilizados como marcadores moleculares em
programas de melhoramento genético assistido (MAS, do inglés “Molecular
Assisted Selection”). Normalmente, os marcadores SNP séo bi-alélicos, ou seja,
geralmente, sdo encontradas apenas duas variantes em uma espécie (Ex: um
alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C), que podem ocorrer
em regides codificadoras ou com funcdo regulatoria. Na maior parte das vezes,
entretanto, sdo encontrados em espacos intergénicos, sem funcdo determinada
(Gaut & Clegg, 1993; Rafalski, 2002). Assim, os SNPs encontrados em genes
candidatos aumentam a probabilidade de se estabelecer correlacbes entre
fendtipo e gendtipo (Ganal et al., 2009; Vidal et al., 2012).

A identificagdo de marcadores moleculares baseados em SNPs cresceu
rapidamente nos ultimos anos, em funcdo da utilizacdo dos sequenciadores de
nova geracao e disponibilidade de plataformas automatizadas de genotipagem. A
validagdo dos SNPs como marcadores moleculares associados a uma
determinada caracteristica € feita utilizando dados de fenotipagem e genotipagem
de uma populacdo segregante ou de um painel de gendtipos (Mammadov et al.,
2012).

A identificacdo de SNPs em genes candidatos surge como importante
ferramenta para programas de melhoramento genético assistido. Além disso,
aumenta a probabilidade de se estabelecer correlagbes entre fenotipo e genotipo

(Ganal et al., 2009; Vidal et al., 2012). Em soja, ja foram identificados marcadores
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SNPs a partir de genes candidatos relacionados a tolerancia ao aluminio (Abdel-
Hallem et al., 2014), a salinidade (Patil et al., 2016), a resisténcia ao nematdide do
cisto (Shi et al., 2015) e a resisténcia a ferrugem asiatica (Childs et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos fisiologicos
envolvidos na resposta ao excesso hidrico, analisar a expressdo diferencial de
genes e identificar genes candidatos a tolerancia a esse estresse na cultura da
soja. Além disso, identificar e validar SNPs a partir de genes candidatos a
tolerAncia ao excesso hidrico, a fim de serem utilizados como marcadores
moleculares em programas de melhoramento genético assistido. Este avanco no
conhecimento sera fundamental para a identificacdo e desenvolvimento de
genotipos de soja adaptados para cultivo em solos com ma drenagem natural ou

em areas sujeitas a periodos de alagamento.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em area da Faculdade de Agronomia/UFRGS,
na parte externa (ao ar livre) do Laboratorio da Flora Ruderal (LAFLOR) (Figura 1).
Foram utilizados dois gendtipos de soja contrastante a toleréncia ao alagamento
(TECIRGA 6070, considerada tolerante e FUNDACEP 62, considerada sensivel)
foram cultivadas em tanques de concreto de 1,56 m3 (1.3x1.2x1.0m) cheios solo

retrado da EEA/IRGA, caracterizado como Gleissolo e com as seguintes
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caracteristicas fisicas e quimicas: teor de argila = 170 g kg''; pH = 5,4; Fésforo (P)
= 70 mg dm3; O potassio (K) = 28 mg dm3; importa = 20 g organicos kg?t. Em
cada tanque foram semeadas trés linhas (1,3 m de comprimento) de cada
gendtipo, com densidade de semeadura de 40 sementes m™. A adubacéo de base
de 15, 90 e 45 kg ha' de nitrogénio, fésforo e potassio, respectivamente, foi
aplicada antes da semeadura. As ervas daninhas foram retiradas manualmente e

praticas usuais de controle de pragas e moléstias foram feitas quando necessario.

FIGURA 1. Experimento com dois genoétipos de soja (TECIRGA 6070 e
FUNDACEP 62) em resposta ao excesso hidrico, na area externa do
LAFLOR, Faculdade de Agronomia, em Porto Alegre-RS.
4.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos consistiram de dois regimes hidricos: testemunha (sem

inundagéo) e excesso hidrico (24h e 48h de inundagdo). As plantas foram
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submetidas ao excesso hidrico com lamina de agua de aproximadamente 5 cm,
qguando se encontravam no estadio vegetativo de desenvolvimento V6. Ambos os
genotipos (tolerante e sensivel) foram submetidos ao estresse hidrico por 48h de
inundacdo. Ja as plantas testemunha (sem inundacdo) foram mantidas com
aproximadamente 85% da capacidade de campo. Para garantir essa condicdo as
plantas controle foram irrigadas quando necessario, bem como, o0s tanques
cobertos quando havia risco de chuvas. Apés o periodo de inundacéo, os tanques
foram drenados para 0 escoamento da agua. Desde a emergéncia das plantas até
o estadio V6, bem como apés o tratamento inundacbes, os tanques foram
regularmente irrigados, a fim de manter a umidade do solo em aproximadamente
85% da capacidade de campo. A escala de estadios de desenvolvimento utilizada
no presente trabalho é a escala proposta por Fehr & Caviness (1977), pela qual o
estadio V6, por exemplo, corresponde a seis n6s no caule com folhas
completamente desenvolvidas, iniciando com o n6 das folhas unifolioladas.

Para medicdes fisiologicas e analise molecular, folhas e raizes foram
coletadas em trés momentos distintos: 24 e 48 horas de inundacédo, e 24 horas
apos a drenagem da agua. Cada uma das amostras representa um grupo de duas
plantas. Quatro amostras foram coletadas por dia / cultivar / tratamento (duas

amostras em cada tanque).
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4.2.3 Analise dos parametros fisiolégicos

Os parametros utilizados para caracterizar o estresse e as respostas dos
genotipos ao excesso hidrico foram a fluorescéncia da clorofila, atividade de
enzimas de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), conteudo de
peroxido de hidrogénio (H202) e nitrogénio acumulado na biomassa da parte
aérea.

Fluorescéncia da clorofila: foi avaliado o rendimento quéantico do
fotossistema 1l (Yield) sob condi¢cdes naturais de luminosidade. O aparelho
utilizado para as medicdes da fluorescéncia da clorofila € o OS1-FL Chlorophyll
Fluorometer (Opti-Sciences). As leituras foram realizadas no periodo anterior ao
estresse (dia 10/02), durante o excesso hidrico (nos dias 11/02 e 12/02) e apos a
drenagem dos tanques (nos dias 13/02 e 14/02), visando observar a recuperacéo
das plantas ao estresse. As leituras foram realizadas no foliolo central do ultimo
trifélio completamente desenvolvido da planta, sendo avaliadas cinco plantas em
cada unidade experimental, determinando-se um valor médio por parcela. As
avaliagbes foram realizadas sempre no mesmo horario do dia (11:00 h) e nas
mesmas folhas.

Atividade enzimética APX: a atividade enzimatica foi analisada a partir do
extrato de proteina soluvel total. A extracdo da proteina foi realizada utilizando
matéria fresca da folha na presenca de 100 mM de tampao fosfato pH 7. O teor de
proteina foi medida pelo ensaio de Bradford utilizando albumina de soro bovino

como padréo.
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A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi ensaiada no extracto total
soltvel, medindo a diminuicdo da absorvancia a 290 nm. A mistura de reacgao
continha 50 mM de tampéao de fosfato pH 7, 500 uM AsA, H202 1 mM e 100 ug de
extrato de proteina total. A atividade da APX foi determinada apds o esgotamento
da absorvancia a 290 nm utilizando um espectrofotometro. O coeficiente de
extingdo do AsA (2,62 mm mm?) foi usada para calcular a atividade da APX.

Conteudo de H2O»: para quantificar H202 foi utilizado o reagente Ampiflu™
Red (Sigma Aldrich) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O reagente foi
utilizado para detectar H20: liberado a partir do extrato de proteina soluvel total.

Nitrogénio (N) acumulado na parte aérea: as amostras foram constituidas
de duas plantas por repeticdo. As amostras foram colocadas em estufa com
aeracao forcada, a aproximadamente 60°C até peso constante e depois pesadas.
Depois de pesadas as amostras foram moidas e homogeneizadas e o teor de N foi
determinado pelo método de Kjeldahl, conforme descrito por Tedesco et al. (1995).

O N acumulado foi obtido a partir da associacdo entre o teor de N na parte
aérea e o rendimento de massa seca. As plantas foram amostradas dois dias
(48h) apo6s a drenagem e durante o florescimento.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F (p<0,05),
com auxilio do aplicativo estatistico ASSISTAT versdo 7.6. Quando houve
significancia estatistica do teste F, foi feita comparacédo entre médias pelo teste t,

ao nivel de 5% de significancia.
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4.2.4 Analise molecular

Extracdo de RNA e sintese de cDNA: em todos os tratamentos, as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para
posterior extracdo de RNA. O RNA total foi extraido a partir de cada amostra
utilizando o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific). A quantificacdo do RNA foi
realizada usando o espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).
A integridade do RNA foi analisada por 260/280 nm e confirmada por electroforese
(O mina 80V e 50 min a 100 V). Antes de sintese de cDNA, o RNA foi tratado com
DNase | (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante. A
sintese de cDNA foi obtida usando 1 pug de RNA livre de DNA, a enzima M-MLV
Transcriptase Reversa System™ (Thermo Fisher Scientific) e primer oligo(dT).

RNA-seq: quatro amostras de RNA foram enviadas como material liofilizado
em tubos (Biomatrica) com RNA estavel para BGI (Instituto de Gendmica de
Pequim, China) para o sequenciamento do RNA. As bibliotecas foram construidas
a partir de dois genotipos (tolerante e sensivel) e duas condi¢cdes experimentais
(controle e 24h de inundacado), e foram preparadas de acordo com as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram tratadas com Dnase | e pérolas
magneéticas de oligo (dT) foram usadas para isolar o mRNA. Misturado com
tampéo de fragmentagdo, o mMRNA foi fragmentado. Entdo o cDNA foi sintetizado
utilizando os fragmentos de mRNA como moldes.

Durante as etapas de CQ, Agilent 2100 Bioanaylzer e ABI StepOnePlus

Real-Time PCR System foram utilizados na quantificacdo e qualificacdo da
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biblioteca de amostras. Todas as bibliotecas foram sequenciados utilizando o
HiSeq ™ 2000, BGI.

Os dados de sequenciacdo primarios produzidos foram submetidos a um
controle de qualidade (CQ). Os reads foram alinhados com as sequéncias de
referéncia e os resultados incluem niveis de expressao e analise de expressao
diferencial.

Projecdo de primers: os pares de primers foram projetados para gPCR
utilizando a  ferramenta de busca  Primer  Quest IDT DNA
(http://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index) e verificado quanto a presenca
de hetero e homodimeros (Apéndice 1).

gPCR e analise dos dados: as reacbfes foram realizadas com StepOne
Applied Biosystem Real-time Cycler™ (Life Technologies). As condicdes de
ciclagem do PCR foram implementadas como descrito: 5 minutos a 94 °C, seguido
por 40 repeticdes de 10 segundos a 94 °C, 15 segundos a 60 °C e 15 segundos a
72 °C. Foi realizada analise da curva de dissociacdo (melting curve) no final da
corrida de PCR, ao longo do intervalo de 55-99 °C, aumentando a temperatura em
0,1 °C a cada 1 segundo. Cada reacao de 25 pL continha: 12,5 pL (diluicdo 1:50)
de cDNA, tampéao de PCR 1x (Thermo Fisher Scientific), 2,4 mM MgClz, 0,024 mM
dNTP, 0,1 uM de cada primer, 2,5 uL SYBR-Green (1: 100.000, Molecular Probes)
e 0,03 U de Tag DNA polimerase Platinum (5 U / ul, Thermo Fisher Scientific).
Todas as reacbes de PCR foram realizadas em quadruplicatas técnicas. Um

controle negativo foi executado sem cDNA em todos o0s ensaios para avaliar a
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especificidade de amplificacdo. As andlises de dados de expressdo foram
realizados apos a quantificacdo comparativa dos produtos amplificados, utilizando
0 método 224Ct (Livak e Schmittgen, 2001).

Andlise da estabilidade de expressdo de genes de referéncia: para
selecionar os genes de referéncia apropriados, todos os resultados de gPCR
foram comparadas usando 2 algoritmos diferentes: NormFinder (Andersen et al.,
2004) e geNorm (Vandesompele et al., 2002).

Transcriptograma: inicialmente, uma lista ordenada de genes foi obtida pela
diagonalizacdo com uma matriz adjacente baseada no banco de dados de
interacdo entre proteinas chamado STRING, disponivel em https://string-db.org/.

Foram utilizadas interacbes com escore de confianca superior a 800. O
ordenamento foi realizado utilizando o programa Trancriptogramer, desenvolvido
pelo Instituto de Fisica da UFRGS e disponivel em
http://lief.if.ufrgs.br/pub/biosoftwares/transcriptogramer/.  Para  caracterizacdo
bioldégica do ordenamento foram utilizadas todas as categorias de Gene Ontology
(GO) para Glycine max disponiveis em AmiGO 1.8
(http://amigol.geneontology.org). As GOs relacionam os genes com sua funcao
biolégica como componente celular, fungdo molecular ou bioquimica e processo
biolégico. E marcado no ordenamento com 1 todo gene que participe de processo
bioldégico e 0 para aqueles que n&o participam. O transcriptograma do processo
biolégico é realizado calculando as médias em uma janela de raio 125, o que

significa que cada ponto no perfil de expresséo € a média de 251 pontos. Assim, é
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calculada a densidade de participacdo dos genes em cada processo bioldgico, o

qual é chamado enriquecimento funcional.

4.2.5 Analise da biblioteca de SNPs e selecédo de genes candidatos

Esta parte do estudo foi realizado em colaboragdo com Universidade da
Georgia (UGA), Athens-Estados Unidos, durante periodo de Doutorado Sanduiche
no Institute of Plant Breeding, Genetics and Genomics (IPBGG), sob orientacdo do
Dr. Zenglu Li.

A partir dos banco de dados gerados pelo sequenciamento do RNA,
descrito anteriormente neste trabalho, foi disponibilizada uma biblioteca de SNPs.
Os SNPs em genes diferencialmente expressos em resposta ao alagamento foram
identificados utilizando o método SAMtools (do inglés “Sequence Alignment Map”).
Os reads de cada biblioteca foram ancorados no genoma da soja (Glycine max
Wm82.a2.vl) com o software BWA para gerar arquivos BAM. A partir destes
arquivos foram identificados SNPs com cobertura minima de 20 reads em cada
biblioteca. Finalmente, foram entdo selecionados apenas SNPs presentes no
gendtipo tolerante (TECIRGA 6070) e ausentes no genotipo sensivel (FUNDACEP
64), ap0s esta selecdo, o numero final de foi de 3000 SNPs identificados.

A partir dos 3000 SNPs selecionados foram filtrados apenas SNPs em
genes com anotacao funcional para resposta a estresses abioticos para reduzir o
namero de genes candidatos. Para isso, foi utilizada a plataforma Blast2GO e do

total de genes com a presenca de SNPs, apenas 38 genes apresentaram
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anotacdo funcional para resposta a estresses abidticos (Apéndice 2). Para
validacéo do polimorfismo, isto é, que a variacdo encontrada no genétipo tolerante
€ possui potencial para ser utilizado como marcador molecular, foram
selecionados SNPs com frequéncias menores que 40% do total no banco de
dados disponivel em https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.

Assim, 23 SNPs em 17 genes candidatos distribuidos em 11 cromossomos

foram identificados e selecionados para validacao.

4.2.6 Genotipagem — Ensaios KASP
A genotipagem foi realizada utilizando a plataforma KASP™ (do inglés
“Kompetitive Allele Specific PCR”) da LCG Genomics (www.lcggenomic.com). Este
sistema de genotipagem utilizada a competicdo de alelos tem sido amplamente
utilizado para o desenvolver marcadores moleculares baseados em SNPs em
milho, arroz e soja, entre outras (Semagn et al., 2014).

Marcadores SNPs foram desenhados baseados na posicdo do SNP no
genoma e utilizando o genoma de referéncia Williams 82 disponivel no banco de
dados PHYTOZOME. Os primers foram desenhados com auxilio do programa
Primer3 e Primer Express 3.0. Foram desenhados um conjunto de trés primers
para cada SNP. Seguindo uma ordem prévia, o marcador SNP era nomeado, por
exemplo, GSM0612, GSM0613, assim sucessivamente. Junto ao nome é descrito
0O cromossomo, posicdo e o polimorfismo da base como por exemplo

Gm_03_366065 G_A, ou seja, em Glycine max, no cromossomo 3 posicao
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41006026 o polimorfismo de uma base Guanina (G) por uma Adenina (A). Foram
desenhados dois primers forward (FAM e VIC) e um reverse comum (R1) (Tabela

1),

TABELA 1. Exemplo de primers para ensaio de marcadores KASP, detalhes em
verde correspondem a fluorescéncia FAM e VIC.

SNP-NAME GSM0612 | Gm03_366065_G_A

FAM-Forward GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACGTGAATATAGATTGTTGGCGC

VIC-Forward GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACGTGAATATAGATTGTTGGCGT

Reverse_Common_R1 | CATTATGACCCAGGAGACAGCTA

A partir de um painel de 11 gendtipos contrastantes e com fendtipo
conhecido para tolerancia ao alagamento,foram entédo testados os 23 marcadores
SNPs desenhados para ensaio de competicdo de alelos para avaliacao inicial de
marcadores promissores (Figura 2). Os genotipos utilizados foram Willian
82,genoma de referéncia, NA 5959, NA 5909, SYN1359, Wooddruf, Boog e PI
416937, consideradas sensiveis, Valente e Ponta, consideradas intermediarias,
TECIRGA 6070 e Benning, consideradas tolerantes ao excesso hidrico (Apéndice

3).
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Marker: DNA:0612

GG

FIGURA 2. (A) Ensaios KASP utilizando robé Mantis. (B) Grafico da genotipagem
com o marcador SNP GSM0612 em genoétipos contrastantes. Para
este SNP, os gendétipos tolerantes, TECIRGA 6070 e Benning
apresentaram “AA”, os genotipos sensiveis, Fundacep 62, SYN 1359
e P1416937 apresentaram “GG”.

4.2.7 Validacao dos marcadores SNPs
A validagao dos marcadores SNPs considerados promissores foi realizada

a partir da genotipagem de uma populacdo Fs proveniente das linhagens

contrastantes Benning X Pl 46937, tolerante e sensivel ao excesso hidrico,

respectivamente. Esta populacao de linhagens endogamicas recombinantes (RILs,

do inglés “Recombinant inbred lines”) foi fenotipada nos anos de 2012, 2014 e

2015, apés 11 dias de alagamento no estadio de desenvolvimento R1 (Fehr &

Caviness,1977). Para fenotipagem foi utilizada escala visual com atribuicdo de

notas, da nota zero a 9, onde 0 corresponde a plantas sem sinais de estresse e 9

corresponde a todas as plantas mortas. Além das notas foi atribuido percentual de

sobrevivéncia de plantas em funcdo do excesso hidrico.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Parametros Fisiologicos

Um dos parametros utilizados para caracterizar o estresse e as respostas
dos gendtipos testados ao excesso hidrico foi a fluorescéncia da clorofila. Os
elétrons, quando recebem a energia da luz, passam de um estado normal para um
estado excitado. Quando estes elétrons voltam ao seu estado normal, parte da
energia que nao é utilizada para a conversdo em ATP e NADPH: é liberada na
forma de radiacdo e caracteriza o processo de fluorescéncia.

O parametro avaliado foi o rendimento quantico (Yield) que é uma
estimativa da atividade fotoquimica da planta, a qual expressa a captura da
energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos do fotossistema Il e pode
representar a eficiéncia do transporte de elétrons através deste fotossistema
(Maxwell & Johnson, 2000). Estudos realizados com soja, milho e tomate
demonstram que a fluorescéncia de clorofila € um parametro sensivel as
alteracOes causadas pelo excesso hidrico (Jackson, 1985; Jackson & Colmer,
2005; Else et al., 2009; Caudle & Maricle, 2012; Khatoon et al.,2012).

As avaliagbes de fluorescéncia da clorofila foram realizadas em trés
momentos: no dia anterior ao estresse (tempo 0), durante o periodo de inundacéo
(24 e 48h de inundacdo) e apds a drenagem dos tanques (24 e 48h de

recuperacao).
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O rendimento quantico avaliado no periodo anterior a inundacdo nao
apresentou diferenca entre 0s genoétipos e esse comportamento se manteve
constante nas plantas mantidas na condicdo controle (Figura 3). Ja entre as
plantas que foram submetidas ao excesso hidrico, com 24h de inundagcdo o
genotipo sensivel (FUNDACEP 62) apresentou menor rendimento quantico se
comparada ao genotipo tolerante (TECIRGA 6070) na mesma condi¢cdo. Com 48h
de excesso hidrico ndo houve diferenca entre os genotipos para esse parametro,
provavelmente devido a intensidade do estresse. Apos as 48h de manutencéo de
lamina de agua os tanques foram drenados e foram realizadas mais duas
avaliacdes de fluorescéncia de clorofila, 24 e 48h apds a drenagem. Na avaliacéo
realizada 24h apos a drenagem, novamente a FUNDACEP 62 apresentou menor
rendimento quantico se comparada a TECIRGA 6070 na mesma condi¢cdo. Na

avaliacao realizada 48h apés a drenagem os genaotipos voltaram a néao diferir.
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FIGURA 3. Rendimento quéntico (Yield) de dois genoétipos de soja em funcdo do
tempo de inundacdo. * indica diferenca significativa entre o0s
tratamentos. ns: nédo significativo (p>0,05). Porto Alegre, RS,
2014/2015.

O consumo de O:2 pelas raizes, fauna e microrganismos do solo pode
resultar no esgotamento de Oz do solo em periodo de 24 h apos inicio da
inundacao (Thomas et al.,, 2005). Em funcdo disso, a fotossintese é inibida e a
fluorescéncia da clorofila foi um parametro eficiente para caracterizar e diferenciar
a magnitude do estresse causado pelo excesso hidrico entre 0os genétipos em dois
momentos, 24h de inundacdo e 24h apds a drenagem. O gendtipo sensivel,

FUNDACEP 62, demonstrou queda mais acentuada no rendimento quantico
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quando estressada e também recuperacdo mais lenta apés a drenagem dos
tanques.

A ocorréncia de condi¢cdes ambientais desfavoraveis tais como alagamento,
pode induzir a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
Neste estudo foi avaliado conteudo de peroxido de hidrogénio (H2032) e a atividade
da enzima de detoxificacdo de EROs, ascorbato peroxidase (APX) (Figura 4).

O conteudo de H202 e atividade da enzima APX das duas cultivares
testadas em condicdes de inundacdo foi comparado aos seus respectivos
controles em trés momentos: 24h de inundacdo, 48h de inundacdo e 24h apos

drenagem dos tanques (Figura 4 A e B).
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FIGURA 4. (A) Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202), (B) atividade da
enzima ascorbato peroxidase (APX) em duas cultivares de soja em
resposta ao excesso hidrico relativos ao controle, cada cultivar foi
comparada ao seu respectivo controle. *** ** * jndicam significancia
de 0,1%, 1% e 5%, respectivamente. Porto Alegre, RS, 2014/2015.
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Em relagcdo ao contetudo de H202 observou-se que em plantas submetidas
as 24h de inundagédo o conteudo de H202 aumentou na condicdo de excesso
hidrico em relacdo ao controle, em ambas cultivares. Entretanto, esse aumento foi
mais acentuado na FUNDACEP 62 (sensivel) do que na TECIRGA 6070
(tolerante). Na segunda avaliacao realizada apos 48h de inundacdo a FUNDACEP
62, apesar de diminuir os niveis de H202, apresentou niveis de H202 mais
elevados que as plantas controle da mesma cultivar. J& a TECIRGA 6070 o
conteudo de H202 em plantas submetidas as 48h de inundacdo nao diferia da
condicdo controle. Na avaliacdo realizada 24h apos a drenagem dos tanques, 0
conteudo de H202 das duas cultivares nédo diferiu dos seus respectivos controles.

Em relacdo a atividade da enzima APX, a atividade na FUNDACEP 62
apresentou aumento em funcéo do excesso hidrico por 24h, na segunda avaliacdo
(48h de inundacéo) a atividade da APX nao diferiu entre as plantas sob condicao
de estresse e controle. Ja a cultivar TECIRGA 6070 apresentou menor atividade
de APX em resposta ao excesso hidrico por 24h e 48h se comparada ao seu
respectivo controle. Em estudo com duas cultivares de soja Embrapa 45 e BR4,
consideradas tolerante e sensivel, respectivamente, foi observada inibicdo da
atividade da enzima APX na cultivar Embrapa 45 (tolerante) em resposta a hipoxia
(Nakayama et al.,2017). Esses resultados indicam que em cultivares de sojas
tolerantes a hipoxia, em um primeiro momento, a atividade da enzima APX é

inibida.
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EROs sédo frequentemente associadas apenas ao estresse oxidativo,
entretanto, estudos tem mostrado que EROs desempenham importante papel na
sinalizacdo e percepcao de estresses em plantas (Suzuki et al., 2011; Baxter et
al., 2013; Farnese et al.,, 2016). A cultivar tolerante, TECIRGA 6070 respondeu
nas primeiras 24h de estresse com aumento do conteddo de H202, entretanto,
com 48h de exposicdo ao excesso hidrico os niveis de H202 diminuiram,
equiparando-se a condicdo controle. Esses resultados podem indicar a funcéo
sinalizadora do H202 em resposta ao estresse. Em Arabidopsis thaliana, espécie
sensivel ao excesso hidrico, foi identificado importante papel do fator de
transcricdo RAP2.2, da familia ERF na resposta a hipOxia, onde mutantes
apresentaram diminuicao da sobrevivéncia de plantas, enquanto que, plantas com
superexpressdo do RAP2.2 apresentaram aumento na sobrevivéncia sob hipdxia
(Hinz et al., 2010). Foi demonstrado também que RAP2.2 induz o gene HRU1 (do
inglés Hypoxia-Responsive Universal Stress Protein 1) que controla a homeostase
de EROs pela interagdo com proteinas como a RBOH, durante a deficiéncia de Oz
(Gonzali et al.,2015). Esses resultados indicam que a sinalizacdo sistémica
modulada por EROs esta ligada a tolerancia de plantas a hipoxia.

Os resultados do presente estudo em soja vao ao encontro dos resultados
encontrados em Arabidopsis, indicando que no genotipo tolerante TECIRGA 6070
a producéo de H20:2 pode estar atuando na percepcéo e sinalizacédo do estresse.

Em relacdo ao nitrogénio (N) a falta de oxigénio no sistema radicular da

planta de soja prejudica a nodulacéo e inibe a fixac&do biolégica de nitrogénio pelas
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bactérias simbiontes em nddulos previamente formados (Jackson, 1985; Scott et
al., 1989; Pires et al., 2002; Amarante & Sodek, 2006). O nitrogénio total
acumulado na planta é parametro mais sensivel ao alagamento do que o acumulo
de biomassa na parte aérea (Bacanamwo & Purcell, 1999). Plantas de soja
submetidas a alagamento por 14 dias apresentaram menor acumulo de massa
seca das raizes e da parte aérea (Rosa et al., 2007). Em outro estudo, foram
observadas reducfes de até 55% no acumulo de massa seca da parte aérea em
plantas de soja submetidas ao alagamento (Fante et al., 2010).

No presente estudo, a quantidade de N acumulado na parte aérea foi
avaliada em duas ocasides, 48h ap6s a drenagem dos tanques e durante o
florescimento das plantas (Figura 5). Na primeira avaliacdo realizada 48h apds a
drenagem ndo houve diferenca entre a condi¢cdo controle (sem inundacgéo) e a
condicdo de excesso hidrico, também n&o se observou diferengca entre as
cultivares nesse momento. Ja na avaliacdo realizada no florescimento, o genotipo
sensivel FUNDACEP 62 apresentou diminuicdo acentuada do N acumulado na
parte aérea. O genodtipo tolerante TECIRGA 6070, demonstrou estabilidade na
quantidade de N na parte aérea, ndo diferindo entre o tratamento controle e

alagado, em ambos os momentos de avaliagéao.
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FIGURA 5. Nitrogénio (N) acumulado na parte aérea, relativo ao controle, de duas

cultivares de soja em funcdo do tratamento de excesso hidrico.
Avaliacdes realizadas 48h apds a drenagem dos tanques e durante o
florescimento. ** indica diferenca significativa entre as cultivares
(P<0,01). Porto Alegre, RS, 2014/2015.
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4.3.2 Analise molecular

Foi avaliado o padréo de expressédo de genes dos dois genoétipos de soja
contrastantes, TECIRGA 6070 e FUNDACEP 62, considerada tolerante (Lange et
al., 2013) e sensivel, respectivamente, sob condi¢cbes de excesso hidrico por 24h
e condicdo controle (sem inundacdo). As bibliotecas de RNA-seq foram
sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq2000. Um total de 81,76% - 82,27%
dos reads gerados foram alinhados ao genoma de referéncia Glycine max
Wm82.a2.vl (Schmutz et al., 2010) (Tabela 2). A expressao de 53,2 a 53,6 mil
genes foi avaliada nesta analise de RNA-seq.

Para determinar genes diferencialmente expressos em resposta ao estresse
causado pelo excesso hidrico, foi aplicado teste estatistico para identificacdo de
genes que tiveram aumento ou diminuicdo da expressdo em comparagcao as
plantas sob condicao controle, e comparacao entre 0s genotipos contrastante.

TABELA 2. Estatistica do sequenciamento do transcriptoma.

Taxa do Taxa de Genes
Gendétipos genoma mapeado genes mapeados expressos
(%) (%) (n°
hidrico FUNDACEP 82.27 91.16 53226
TECIRGA 81.76 91.15 53577
Controle - NpDACEP 82.07 91.52 53677

Foram identificados genes com padrao de expresséo alterado em funcéao do
excesso hidrico (Tabela 3). Comparando os gendtipos, TECIRGA 6070
apresentou 1494 genes com aumento na expressao (up-regulated) e 731 genes

que apresentaram diminuicdo da expressao (down-regulated) em comparacéao a
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condicdo controle. Quando comparada a condicdo de estresse por excesso
hidrico e condicdo controle (sem inundacé&o) no gendtipo tolerante (TECIRGA
6070), 752 e 871 genes apresentaram aumento e diminuicdo da expressao,

respectivamente.

TABELA 3. Expresséo diferencial de genes em funcdo do excesso hidrico.

TECIRGA vs FUNDACEP* Inundacéo vs Controle
Inundacéo Controle TECIRGA FUNDACEP
genes
up-regulated 752 1494 1356 2242
genes 871 731 1278 1052
down-regulated

*comparacao entre gendtipos em cada condigéo.

4.3.3 Analise do Transcriptograma

O transcriptograma fornece um representativo perfil global de expressao
génica, plotando valores de expressao génica relativa sobre um ordenamento
funcional de proteinas (Rybarczyk-Filho et al., 2011; Silva et al.,, 2014).
Primeiramente, o transcriptograma detecta funcdes biolégicas gerais como
diferencialmente expressas, ap0s pode-se entdo observar rotas metabdlicas
especificas e, finalmente, alguns genes podem ser apontados como responsaveis
por determinada acdo. A lista ordenada dos genes produzida pelo método do
transcriptograma é especifica para cada organismo, mas depois de organizada a
lista ordenada de um dado organismo pode ser utilizada para andlises de
experimentos diferentes do mesmo organismo. Previamente, para Glycine max

(soja) a lista ordenada dos genes e uma “régua” com as principais categorias de
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ontologia génica foram feitas (Apéndice 4. Artigo submetido), e podem ser
utilizadas para analisar dados de transcriptoma de outros experimentos com
Glycine max.

A “régua” utilizada para a espécie Glycine max apresenta os perfis de
densidade do enriquecimento funcional (Figura 6). E apresentada no ordenamento
uma lista com categorias de ontologia génica, tais como ligacdes ao ion célcio,
ligacbes heme, parede celular e atividade da peroxidase (tons de roxo), producao
de energia (tons de verde), seguidos por genes associados a homesostase redox
celular, metabolismo de carboidratos, sinalizagcdo transmembrana (tons de
vermelho), enovelamento de proteinas e resposta a estresses (tons de marrom),
ciclo celular, mecanismo de reparo de DNA, ligagdo a cromatina e resposta a
hormoénios (tons de azul), traducdo e expressdo génica (tons de laranja) e,
finalmente a direita, ligacdo ao ion cobre, transporte de proteina e atividade

transportadora (tons de magenta).
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FIGURA 6. A logica biologica da lista ordenada de genes. Da esquerda para a
direita, os perfis de densidade do enriquecimento funcional indicam
uma légica bioldgica.

Foi entdo realizada a analise do transcriptograma do presente estudo,
sendo utilizados os dados do RNA-seq dos dois genotipos (tolerante e sensivel) e
duas condi¢des experimentais (controle e 24h de alagamento). Para comparar as
diferencas entre os genotipos, foi analisado o transcriptograma com o perfil de
expressdo do gendtipo sensivel (FUNDACEP 62) em relacdo ao tolerante
(TECIRGA 6070) na condicéo controle (Figura 7). Pelo perfil de expresséo pode-

se observar que 0 gendtipo sensivel apresenta maior expressdo génica em

relacdo ao gendtipo tolerante em diversos pontos da “régua”.
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FIGURA 7. (A) Andlise do transcriptograma comparando os genotipos TECIRGA
6070 e FUNDACEP 62, tolerante e sensivel, respectivamente, na
condicao controle, onde a linha azul representa o perfil de expresséo
do gendtipo sensivel (CS) relativo ao gendtipo tolerante (CT)
representado pela linha verde. (B) Perfil de densidade de
enriguecimento funcional para Glycine max.

Esse resultado pode ser explicado pela diferenca genética entre os
gendtipos. Além disso, deve-se levar em consideracdo que as plantas foram
cultivadas em Gleissolo, solo caracteristico de areas de terras baixas, e que 0s
genotipos apresentam respostas diferentes quando cultivadas nesse tipo de solo
(Rocha et al., 2017).

Para observar como o0s gendétipos respondem ao alagamento de maneira

absoluta, foi realizada a andlise do transcriptograma em relacdo a uma mesma

amostra, no caso, relativo ao gendtipo tolerante na situagdo controle (Figura 8). Os
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perfis de expressdo do genotipo sensivel e do gendtipo tolerante variam de
maneira similar quando submetido ao excesso hidrico, apresentando 0 mesmo
perfil de variacdo. Em ambos os genotipos, tolerante e sensivel, pode-se observar
repressao na regido associada a traducéo e expressao génica (tons de laranja) em
resposta ao alagamento. Nesse grafico, podemos visualizar alguns pontos onde a
resposta entre os genotipos foi diferente, na regido associada a ligacdo a ions
calcio e ligacbes heme, o gendtipo tolerante apresenta tendéncia oposta ao
genotipo sensivel. Na regido associada a homeostase redox celular, o genotipo
tolerante ndo altera o perfil de expressdo, enquanto que, o gendtipo sensivel
apresenta aumento de expressdo nessa regido. A andlise desta comparacéo

indica as regides que devem ser analisadas com maior detalhe.
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FIGURA 8. (A) Analise do transcriptograma comparando os genétipos TECIRGA
6070 e FUNDACEP 62, tolerante e sensivel, respectivamente, na
condicdo de alagamento, ambas as amostras relativas ao genotipo
tolerante na condicdo controle. (B) Perfl de densidade de
enriguecimento funcional para Glycine max.

Nesta comparacdo, em relacdo ao genes diferencialmente expressos
(DEGs) em resposta ao alagamento, 0 genotipo tolerante apresentou 284 e 460
genes, com aumento de expressdo (up-regulated) e diminuicdo da expresséo
(down-regulated), respectivamente, enquanto que o gendtipo sensivel apresentou
321 e 489 genes up-regulated e down-regulated, respectivamente. Na condic&o

controle, o gendtipo sensivel, se comparado ao genotipo tolerante, apresentou 377

e 292 genes up-regulated e down-regulated, respectivamente (Tabela 4). Essa
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diferenca entre as cultivares na condicdo controle pode ser visualizada pela
analise do transcriptograma apresentada acima (Figura 7).

TABELA 4. Genes diferencialmente expressos (DEGs) em resposta ao
alagamento, comparacao relativa ao gendtipo tolerante na condi¢éao

controle.

Genotipo Genes “up-regulated” Genes “down-regulated”
FUNDACEP62 (Controle) 377* 292
TECIRGA6070 (Alagamento) 284 460
FUNDACEPG62 (Alagamento) 321 489

* Valores expressos em Log,=2, critério utilizado foi valor minimo 2.

Para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta ao
alagamento, foi analisado o transcriptograma dos dois genétipos contrastantes,
tolerante e sensivel ao excesso hidrico, em comparacdo aos seus respectivos
controles (ndo alagado) (Figura 9). Em resposta ao alagamento, ambos o0s
gendtipos apresentaram diminuicdo na expressdo de genes relacionados a
traducdo e expressdo génica. Esta resposta indica que 24h de alagamento, a
deficiéncia de oxigénio ja pode ser percebida pelas plantas, modulando a
expressdo génica. Em relacdo a inibicdo da traducdo e expressao, 0s gendtipos
apresentarem o mesmo perfil de resposta, mas a repressao de genes € maior no

gendtipo sensivel quando comparado com o gendtipo tolerante na mesma

condigao.
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FIGURA 9. (A) Analise do transcriptograma da resposta ao alagamento nos
gendtipos TECIRGA 6070 e FUNDACEP 62, tolerante e sensivel,
respectivamente, em relacdo aos seus respectivos controles, onde a
linha azul representa o perfil de expressao do genatipo tolerante em
comparacao ao seu respectivo controle, a linha vermelha representa
0 gendtipo sensivel em comparacao ao seu respectivo controle. (B)
Perfil de densidade de enriquecimento funcional para Glycine max.
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Na regido associada a homeostase redox celular, o genotipo tolerante nao
altera o perfil de expressdo de genes em funcédo do alagamento se comparado ao
seu respectivo controle, enquanto que, o genotipo sensivel apresenta picos no
perfil de expressédo de genes nessa regido. Esses resultados vao ao encontro dos
resultados do presente estudo sobre atividade a enzima ascorbato peroxidase
(APX) e conteudo de peroxido de hidrogénio (H2032), visto que o genadtipo sensivel
(FUNDACEP 62) aumenta a atividade da enzima APX e o contetudo de H202 em
resposta ao alagamento, comparado ao seu respectivo controle. JaA o gendtipo
tolerante (TECIRGA 6070), ndo aumenta a atividade da enzima APX mesmo
aumentando o conteudo de H202 em fungéo do alagamento.

Esses resultados indicam que o controle da homeostase celular, o equilibrio
entre formacéo e detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio esta envolvido na
resposta ao alagamento nos genotipos estudados. Nesse sentido, as espécies
reativas de oxigénio, principalmente o H202, tem sido relacionado a resposta ao
alagamento, participando na sinalizacdo em rotas relacionadas a resposta ao
etileno, sinalizagdo mediada por calcio, metabolismo fermentativo e morte celular
programada (Drew, 1997; Dat et al., 2004; Shabala, 2011; Steffens & Sauter,
2010; Bailey-Serres & Voesenek, 2010; Licausi et al.,2010; Hess et al.,2011;
Bailey-Serres et al., 2012; Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

Além disso, foi realizada a analise do enriquecimento funcional dos genes
diferencialmente expressos no genotipo tolerante em resposta ao alagamento

(TECIRGA 6070- 24h de alagamento). Nesta andlise, foram enriquecidos termos
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de ontologia génica (GOs, do inglés “Gene Ontology”) e os processos biologicos
predominantes foram a tradugcdo génica (GO:0006412), fotossintese
(GO:0015979), metabolismo de carboidratos (GO:0005975), transporte
(GO:0006810), resposta a estresses (G0O:0006950), transducdo de sinal
(G0O:0007165), biossintese (GO:0009058) e metabolismo celular (GO:0044237),

apresentaram aumento de expressao em resposta ao alagamento (Figura 10).

Processos Biolégicos

[] Biossintese celular

] Traducdo génica

B Metabolismo de carboidratos
B Fotossintese

I Resposta a estresses

[ ] Transporte

[] Transducao de sinal

[ ] Metabolismo celular

FIGURA 10. Analise do enriguecimento funcional de termos de ontologia génica
para processos bioldgicos, no gendtipo tolerante (TECIRGA 6070)
em resposta ao alagamento.

Entre os termos de ontologia génica identificadas no gendtipo tolerante
estdo GOs associadas a sinalizacao e resposta ao etileno, ligacdo ao ion calcio,
glicolise, metabolismo do amido, sinalizacdo mediada por &cido jasmdnico,

proteinas de choque térmico, resposta ao calor e ao estresse oxidativo,

homeostase redox celular, atividade da peroxidase e oxiredutase, biossintese de
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carotenoides e transducao de sinal mediada por GTPases. As GOs que sdo mais
representadas nos genes com aumento de expressao sao relacionadas a rota de
sinalizacdo mediada por etileno (GO:0009873), biossintese de amido
(G0:0019252), biossintese de ATP (G0:0006754), transporte de elétrons do FSI
(GO:0009773), biossintese de auxina (GO:0009851) e Prolil-4-hidroxilases
(G0:0018401). Em Arabidopsis, Prolil-4-hidroxilases é relacionada a modificacao
pos-transcriscional de proteinas induzido pela hipoxia, desempenhando papel
chave na percepcéao da deficiéncia de oxigénio (Asif et al., 2009; Gorres & Raines,
2010).Em relacdo as GOs que apresentaram diminuicdo da expressao, as mais
representadas estdo relacionados a processos bioldgicos de traducdo génica
(G0:0006412), fotossintese (GO:0015979), processos metabdlicos (GO:0008152),
metabolismo do nitrogénio (G0O:0034641), estrutura do ribossomo (GO:0003735) e
processos de oxirreducdo (GO:0055114; GO:0016701; GO:0016491). Estes
resultados vao ao encontro dos resultados encontrados em genotipos
contrastantes de soja, EMBRAPA 45 e BR4, consideradas tolerante e sensivel,
respectivamente. Em resposta ao alagamento por 28 horas, 0s genotipos
apresentaram inducdo de genes relacionados com percepcdo e sinalizacdo a
hipoxia e repressao de genes relacionados com processos de consumo de energia
em soja (Nakayama et al.,2017).

Diversos estudos tém demonstrado o papel do etileno na regulacdo das
respostas das plantas ao estresse provocado pelo alagamento (Hinz et al., 2010;

Hess et al.,2011; Bailey-Serres et al., 2012; Gasch et al., 2016). Em resposta ao
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alagamento, o genotipo tolerante (TECIRGA 6070) apresentou aumento da
expressao de genes da familia de fatores de transcricdo responsivos ao etileno
ERFs (Glymal0g04210, Glymal99g34696, Glymal9g43815 e Glyma20g34570) e
de fatores de transcricdo da rota de sinalizacdo em cascata mediada por etileno
EIN3 (Glymal3g03700 e Glyma02g44220). Além disso, 0 genotipo tolerante
apresentou aumento da expressdo de calmodulina (Glyma09g40740) que atua
como mensageiro secundario (Sanders et al.,1999), modulando os niveis de calcio
intracelular, muitas vezes iniciando uma cascata de fosforilacdo de proteinas que,
finalmente, tem como alvo proteinas envolvidas diretamente nos fatores de
protecdo celular ou de transcricdo que controlam conjuntos especificos de genes
regulados por estresse (Drew et al., 2000; Dat et al., 2004;Evans, 2004; Baxter et
al., 2013). Proteina de choque térmico (Glyma08g14290), chaperonas
(Glyma01g37090 e Glyma08g44900) e peroxidases (Glyma06g07180,
Glymal6g24640 e Glymal7g01720), que apresentam anotacdo funcional para
resposta a estresses, também foram diferencialmente expressas em resposta ao
excesso hidrico no genatipo tolerante.

Em relacdo ao genes que tiveram sua expressao reprimida em resposta ao
alagamento, vale ressaltar a inibicAo de diversos genes relacionados com a
fotossintese (Glyma04g12510, Glyma05g19661, Glyma08g13360,
Glyma08g18760, Glyma08g23830, Glyma09g08630), atividade da enzima rubisco
(Glymallg34230) e sintese de clorofila (Glymal2g34770, Glymal3g03430,

Glymal4g00640). Esses resultados indicam que, em um primeiro momento (24
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apos inicio do alagamento), o genotipo tolerante inibe o processo fotossintético na
tentativa de minimizar o estresse oxidativo. Observa-se também a inibicdo de
enzimas de rotas fermentativas como a lactato desidrogenase (Glymal7g14950) e
alcool desidrogenase (Glymal8g19050), indicando que neste caso as rotas
fermentativos, ndo séo priorizadas em resposta ao alagamento.

A toleréncia ao alagamento € uma caracteristica complexa e de carater
quantitativo, isto €, regulada por diversos genes. Nesse sentido, tanto a inducéo
quanto a repressao de genes parecem ser importantes.

4.3.4 ldentificacdo e validacdo de marcadores SNPs em genes

candidatos

Foi realizada a genotipagem de 11 gendtipos contrastantes com os 23
marcadores SNPs identificados em genes candidatos a tolerancia ao excesso
hidrico a partir do sequenciamento do RNA dos genoétipos TECIRGA6070 e
FUNDACEP 62 (tolerante e sensivel, respectivamente). Ap0s essa genotipagem,
foram selecionados 8 marcadores SNPs que apresentaram polimorfismo comum
nos genaotipos tolerantes, TECIRGA 6070 e Benning. Para a validacdo destes
marcadores foi realizada a genotipagem da populacéo de 128 individuos derivada
do cruzamento Benning X Pl 46937, tolerante e sensivel ao excesso hidrico,
respectivamente. A partir de ensaios KASP, dois marcadores denominados
GSM0612 e GSM0613 foram significativamente associados com escore visual de
notas e taxa de sobrevivéncia de plantas nos anos de 2014 e 2015 (Tabela 5)

(Apéncide 5) .
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TABELA 5. Relacdo entre os marcadores SNP GSM0612 e GSM0613 e os dados
de fenotipagem da populagéo proveniente de Benning X Pl 46937.

Marcador SNP

GSM0612

GSM0613

Escore visual Sobrevivéncia
Posigiio do SNP * 2012 2014 2015 2012 2014 2015
----------- RZ (p - value) ------mmmm-
_ 8% 8% 12% 6%
GmO03: 366065 ns (P<0.003) (P<0.002) ns (P<0.003)  (P<0.008)
_ 10% 8% 15% 6%
Gmo03: 366478 ns P<0.001) (P<0.003) ns (P<0.001)  (P<0.012)

* representa a coordenada do SNP no genoma de referéncia Glycine max (Wm82.a2.V1); ns= ndo

significativo.

Ambos marcadores GSM0612 e GSM0613 estao localizados na regido do

éxon do gene Glyma03g004100, um proteina calmodulina (Figura 11). A

calmodulina atua como mensageiro secundario, modulando os niveis de calcio

intracelular, muitas vezes iniciando uma cascata de fosforilacdo de proteinas que,

finalmente, tem como alvo proteinas envolvidas diretamente nos fatores de

protecdo celular ou de transcricdo que controlam conjuntos especificos de genes

regulados por estresse (Sandres et al., 1999; Drew et al., 2000; Dat et al., 2004;

Evans, 2004;

Baxter et al., 2013).

Glyma03G004100

—= o —

Williams82 GG AA
TECIRGA AA GG
Benning AA GG
Pl 46937 GG AA
FIGURA 11. Esquema de representacdo grafica mostrando a posi¢cdo dos dois

SNPs no gene Glyma03g004100. Regides em vermelho
representam éxons e regides em preto representam introns e/ou
UTRs.
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Os marcadores identificados se mostraram promissores como marcadores
moleculares associados ao fendtipo tolerante ao excesso hidrico na populacao
testada. Entretanto, como a populacéo é proveniente do cruzamento de genotipos
americanos, provavelmente, por isso foram validados apenas 2 marcadores dos
23 marcadores SNPS identificados. Provavelmente, se testados em uma
populacdo proveniente do cruzamento entre TECIRGA 6070 X FUNDACEP 62 ou
em um painel de gendtipos brasileiros outros marcadores ja identificados e
desenhados podem ser validados e utilizados em programas de melhoramento

genético assistido.

4.4 Conclusdes

Os gendtipos contrastantes avaliados neste estudo apresentam respostas
fisiologicas distintas quando submetidos ao excesso hidrico. Nesse sentido, 0s
parametros fisioldgicos utilizados se mostram eficientes na caracterizacdo do
estresse provocado pelo excesso hidrico.

Os resultados do presente estudo em relacéo a atividade a enzima APX e
conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) sugerem que no genotipo tolerante
TECIRGA 6070 a producdo de H202 pode estar atuando na percepcdo e
sinalizacdo do estresse.

Os genatipos estudados apresentam modificacdes no perfil da expressao

de genes em resposta ao alagamento. A utilizacdo do Transcriptograma se
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mostrou uma ferramenta eficiente que fornece um representativo perfil global de
expressao geénica.

Apesar da tolerancia ao alagamento ser uma caracteristica complexa e de
carater quantitativo, isto €, regulada por diversos genes, foram identificados alguns
genes candidatos. Alguns genes da familia de fatores de transcricdo responsivos
ao etileno (EFRs), calmodulina e proteinas de choque térmico apresentaram
aumento da expressao no genaotipo tolerante em resposta ao excesso hidrico.

Os marcadores SNPs GSM0612 e GSMO0613, localizados no gene
Glyma03g004100, um proteina calmodulina, apresentam associacdo significativa
com fendtipo tolerante na populacédo derivada dos genotipos Benning X P 146937.
Alguns marcadores SNPs identificados neste estudo apresentaram resultados

promissores em genotipos brasileiros, necessitando ainda de futura validacao.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O estresse causado pelo excesso hidrico afeta a eficiéncia fotossintética, o
acumulo de massa seca, rendimento de grdos e sobrevivéncia de plantas dos
genotipos de soja avaliados no presente estudo. Neste estudo, o genotipo PONTA
apresenta maior rendimento quantico da fotossintese em comparacdo aos demais
genotipos em resposta ao excesso hidrico por 4 dias, bem como melhor
recuperacdo apos a drenagem avaliada pelo indice de Vegetacdo por Diferenca
Normalizada (NDVI) e pelo maior acumulo de massa seca da parte aérea.

Em relacdo a sobrevivéncia de plantas, os genétipos TECIRGA6070 e
PONTA apresentam maior sobrevivéncia quando comparadas aos demais
genotipos avaliados apés 4 dias sob excesso hidrico.

Outro parametro que apresenta diferenca significativa entre os genotipos
avaliados € o rendimento de grédos. Os genoétipos TECIRGA 6070, PONTA e
VALENTE apresentam maior rendimento de grdos em resposta ao alagamento
guando comparados aos demais genotipos. Ja o gendtipo SYN1359 (considerada
sensivel ao excesso hidrico) apresenta menor rendimento de grdos em resposta

ao estresse provocado pelo excesso hidrico.
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Os genodtipos contrastantes avaliados neste estudo apresentam respostas
fisiologicas distintas quando submetidos ao excesso hidrico. Nesse sentido, 0s
parametros fisioldgicos utilizados se mostram eficientes na caracterizacdo do
estresse provocado pelo excesso hidrico.

Os resultados do presente estudo em relacéo a atividade a enzima APX e
contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) sugerem que no genaotipo tolerante
TECIRGA 6070 a producdo de H202 pode estar atuando na percepgao e
sinalizacao do estresse.

Os genatipos estudados apresentam modificacdes no perfil da expressao
de genes em resposta ao alagamento. A utilizacdo do Transcriptograma se
mostrou uma ferramenta eficiente que fornece um representativo perfil global de
expressao geénica.

Apesar da tolerancia ao alagamento ser uma caracteristica complexa e de
carater quantitativo, isto €, regulada por diversos genes, foram identificados alguns
genes candidatos. Alguns genes da familia de fatores de transcricdo responsivos
ao etileno (EFRs), calmodulina e proteinas de choque térmico apresentaram
aumento da expressao no genaotipo tolerante em resposta ao excesso hidrico.

Os marcadores SNPs GSM0612 e GSMO0613, localizados no gene
Glyma03g004100, um proteina calmodulina, apresentam associacéo significativa
com fendtipo tolerante na populagcéo derivada dos genotipos Benning X P 146937.
Alguns marcadores SNPs identificados neste estudo apresentaram resultados

promissores em genotipos brasileiros, necessitando ainda de futura validacéo.





