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RESUMO

O tegumento apresenta uma fungdo importante quanto a
resisténcia das sementes e a sua deterioragdo. Sendo
assim, torna-se necesséario entender os mecanismos de
genes responsaveis por caracteres que possam auxiliar no
desenvolvimento de variedades com melhor qualidade.
Nesse sentido, a analise da expressdo do gene fla 14 que
codifica para a proteina Arabinogalactana que esta
relacionada diretamente com a sintese da parede celular
no tegumento da semente de soja pode contribuir para o
avanco dos estudos. Sendo assim, o objetivo do trabalho
foi validar primers e analisar o perfil da expressdo do
gene fla 14 em quatro genétipos de soja, dois desses com
tegumento preto (TP e IAC 222) e maior conteldo de
lignina, e outros dois com tegumento amarelo (CD 202 e
Poténcia) e menor contelido de lignina. O tecido vegetal
(tegumento) foi coletado aos 50 dias ap6s a antese. Para a
andlise da expressdo génica dos gendtipos, utilizou-se a
técnica de QgRT-PCR, onde foram testadas quatro
combinagdes de primers construidos a partir de modelos
de sequéncia de ESTs da soja. Os resultados da validacéo
demostraram a eficiéncia dos primers FLA 14 pl e FLA
14 p2 para serem utilizados em estudos de expressao
génica. Em relacdo ao gene fla 14, pode-se observar que o
perfil de expressdo deste gene é quantitativamente
superior nos gendtipos de soja com tegumento preto e
conteddo superior de lignina quando relacionado com os
gendtipos com tegumento amarelo e menor teor de
lignina.

Palavras-chave: Glycine max L. Marr;
tegumento preto; Arabinogalactan.

gRT-PCR;

ABSTRACT

The seed coat has an important role related to seed
resistance and deterioration. Therefore, it becomes
necessary to understand the mechanisms of genes
responsible for traits which can assist developing cultivars
with better seed quality. In this sense, the analysis of the
expression of fla 14 gene, encoding for the
Arabinogalactan protein, which is directly related to cell
wall synthesis in soybean seed coat, can contribute to the
advancement of this study. Thus, the aim of this work was
to validate primers and analyze fla 14 gene expression
profile in four soybean genotypes, two of these with black
seed coat (TP and IAC 222) and higher lignin content,
and two others with yellow seed coat (CD 202 and
Poténcia) and lower lignin content. The plant tissue (seed
coat) was collected 50 days after anthesis. gRT-PCR
technique was used for genotypes gene expression
analysis, through which four combinations of primers
constructed from soybean EST sequence models were
tested. The validation results demonstrated the efficiency
of FLA 14 p1 and FLA 14 p2 primers in gene expression
studies. Regarding fla 14 gene, it was possible to notice
that the expression profile of this gene is quantitatively
superior in soybean genotypes with black coat and higher
lignin content when comparing it with genotypes with
yellow coat and lower lignin content.

Key words: Glycine max L. Marr; qRT-PCR; black seed
coat; Arabinogalactan.
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INTRODUCAO

A soja é uma das principais culturas produzidas no Brasil,
apresentando um aumento na producdo de 10,7% (30.135
milhGes de hectares) no ultimo ano (CONAB 2014),
motivo pelo qual, esta cultura tem sido alvo de muitos
estudos ao longo do tempo, com a finalidade de entender os
processos que interferem na sua produgdo e cultivo,
principalmente em ambientes desfavoraveis (Popp et al.
2003).

O aumento nos ganhos produtivos, proporcionados pelo alto
desenvolvimento tecnoldgico, ¢ dado pelo melhoramento
genético além de ciéncias associadas, aumentando o avanco
da tecnologia e proporcionando melhoras tanto
fenotipicamente como genotipicamente (Muniz 2007). Com
a estabilizacdo da area de cultivo verificou-se um aumento
na produtividade devido a utilizacdo dessas novas
tecnologias e ao desenvolvimento de cultivares adaptadas as
diversas regides produtoras (Mertz 2010).

As sementes possuem um rol fundamental como agente
transferidor de tecnologia, sendo que entre os fatores para a
obtencdo de altas produtividades de soja encontra-se a
utilizacdo de sementes de qualidade. Para que os esfor¢os
realizados na obtengdo de uma variedade sejam traduzidos
em beneficios para a producdo agricola € fundamental a
utilizacdo de sementes de alta qualidade (Shuster 2003).
Sendo que a qualidade da semente é caracterizada pela
somatoria dos atributos genéticos, fisicos, fisiolégicos e
sanitarios, caracteristicas que irdo determinar o
desempenho da semente quando semeada ou armazenada
(Botelho 2012).

Portanto, é fundamental a utilizacdo de sementes de alta
qualidade fisiolégica, pois ela serd responsavel pela
transferéncia de inovacgles tecnoldgicas e dos ganhos
genéticos resultantes dos trabalhos de melhoramento,
principais fatores na determinacdo do sucesso de uma
cultura (Vieira et al. 1998). Na soja, esses atributos sdo, em
grande parte, reflexos das funcBes do tegumento da
semente (Silva 2003).

O tegumento apresenta funcfes importantes que estdo
relacionadas a resisténcia e deterioracdo das sementes
(Dassou e Kueneman 1974), exercendo funges de
protecdo do eixo embrionario e do tecido de reserva
(Carvalho e Nakagawa 2000); além de protegé-los de
rupturas celulares e perda de substincias intracelulares
durante a embebicdo (Duke e Kakefuda 1981). Desta
forma, as caracteristicas do tegumento tais como as que

definem o nivel de permeabilidade a agua, assim como a
cor e o teor de lignina, podem contribuir para a geragdo de
gendtipos de sementes com elevado potencial fisiologico.

As sementes de soja com maior contedo de lignina
apresentam menores indices de danificagdo mecanica
(Capeleti et al. 2005). Sendo que, o teor porcentual da
lignina nos tegumentos de sementes de coloracdo escura é
de 12,18%, no entanto que o teor percentual nos
tegumentos amarelo apresenta 4,75% (Franga Neto et al.
1999).

A semente da soja apresenta variagBes de tonalidades na
coloragdo do tegumento, caracteristica esta que €
controlada por varios genes (Carvalho e Nakagawa 2000,
Mertz et al. 2009). As sementes com tegumento preto sao
linhagens ndo melhoradas, apesar de apresentarem o
tegumento  semi-permedvel, ndo sdo  utilizadas
comercialmente, pois estas caracteristicas ndo estdo
presentes nas cultivares modernas (Mertz et al. 2009).

As sementes que apresentam tegumento amarelo podem
atribuir-se  caracteristicas de permeabilidade e séo
considerados mais suscetiveis a deterioragdo. Danos
causados principalmente pelas flutuagdes na umidade,
maior taxa de danos mecénicos, desenvolvendo rachaduras
durante a embebicéo, sdo uns dos problemas observados na
soja com tegumento amarelo, quando comparados com
sementes de soja com tegumento semi-permedvel (Franca
Neto e Potts 1979, Ma et al. 2004, Mertz et al. 2009).

Sequenciando fragmentos de cDNA para comparar a
expressdo diferencial de genes nos genétipos de soja com
tegumento preto, foi possivel identificar uma proteina
correspondente a Arabinogalactana (FLA 14), proteina que,
segundo Yang et al. (2008), estaria envolvida na
regeneracdo da parede celular.

Igualmente, Friedmann et al. (2007), sugere que esta
proteina tem um papel fundamental durante a formacéo da
parede celular secundaria, por ser parte do complexo da
celulose sintase, além de estar envolvida na modificagdo
das microfibras de células, processo este desenvolvido
tanto nas angiospermas quanto nas gimnospermas.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi validar primers e
analisar o perfil da expressdo do gene fla 14 em quatro
gendtipos de soja, dois desses com tegumento preto (TP e
IAC 222) e maior conteddo de lignina, e outros dois com
tegumento amarelo (CD 202 e Poténcia) e menor contetdo
de lignina.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da
Estacdo Terras Baixas da Embrapa Clima Temperado
(CPACT) em Pelotas/RS, durante o ano agricola 2010/12.
Os genotipos utilizados foram CD 202 e BMX Poténcia
RR, caracterizados por apresentarem tegumento amarelo,
permeavel e considerados suscetiveis a deterioracdo, e 0s
gendtipos IAC 222 e Tegumento Preto (TP), ambos de
tegumento preto, semi-permedvel e mais resistentes a
deterioracéo (Mertz 2007).

A semeadura foi feita em condi¢cbes homogéneas em
baldes plasticos de 20 L contendo solo, conforme a
recomendagdo da analise de solo foi adicionado adubo
quimico, sendo a dose indicada para a cultura na
formulacdo 5:20:20. Foram utilizadas cinco sementes por
balde e, apds a emergéncia das plantulas, foi realizado o
raleio, deixando apenas duas plantas por balde.

A partir da antese iniciou-se a marcagdo das flores, para
que todas as sementes coletadas estivessem no mesmo
estadio de desenvolvimento. Foram realizadas quatro
coletas aos 50 dias apds a antese, o material coletado foi
imediatamente armazenado a temperatura de -80°C até o
momento da extragdo do RNA total.

Para a obtencdo do RNA total das sementes, foi utilizado
o protocolo do kit Pure Link Plant RNA (Invitrogen™),
de acordo com as instrucdes do fabricante (Protocolo Pure
Link RNA Reagent (Invitrogen™). A avaliacdo da
qualidade do RNA foi realizado em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo, enquanto que a pureza do
RNA extraido foram mensuradas no equipamento
espectrofotdmetro NanoVue™ Plus por meio da analise
de absorbancia (260/280 nm).

As amostras de RNA foram tratadas com a enzima
DNAse | (kit Deoxyribonuclease I, Amplification Grade,
Invitrogen™) para remocgdo de possiveis residuos de
DNA gendmico. A seguir, realizou-se a sintese da
primeira fita de cDNA utilizando o kit SuperScript™ 111
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™)
empregando-se oligo (dT) 50 uM.

As sequéncias do gene alvo foram obtidas do banco de
dados do NCBI — National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pelas
sequéncias de ESTs correspondentes a Arabidogalactana,
e exportadas no banco de dados SoyBase and The
Soybean Breeder’s Toolbox (http://www.soybase.org/).

Os conjuntos de primers foram desenhados com auxilio
do programa BioEdit Sequence Alignmente Editor,
observando-se que as regido mais conservadas foram
obtidas no cromossomo 13, logo apds, procedeu-se o
alinhamento comparando com o do Arabidogalactana
(FLA 14). Os pares de primers foram desenhados com
auxilio do programa Primer Express 2.0 (Applied
Biosystems) (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no qRT-PCR.
FAEM/UFPel. 2015.

Primer Tamanho
Sequéncia dos primers 0 amplicom

(pb)

FLA 14 p1 Fw 5’ GGGCACCGGAGCAGATAATG 3 51

Rv  5’CGGTCTGGTACTCCGGGATT 3’

FLA14p2 Fw 5 GGGTCCGTTAAATTCGGGCA 3’ 51
Rv  5’CGGGTCGAACAAATAAGCCG 3’

FLA14p3 Fw 5’CGGGTCGGCTTATTTGTTCG 3’ 51
Rv  5’GAGATCCGCCCGTCTGTGTA 3’

GmpBactin - Fw 5 GAGCTATGAATTGCCTGATGG 3 118
Rv 5 CGTITCATGAATTCCAGTAGC 3'

GmRNAr18S Fw 5" AAACGGCTACCACATCCAAG 3' 155
Rv 5 CCTTCAATGGATCCATCGTTA 3

Fw*: Forward ; Rv: Reverse.

As reacBes de (RT-PCR (Quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction) foram realizadas no
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR Products,
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA). As condigdes de
ciclagem utilizadas para  amplificacdo  foram:
desnaturacéo inicial 50°C durante 2 min, 95°C durante 10
min, 40 ciclos a 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min,
72°C durante 1 min, sendo que os dados foram coletados
no segundo ciclo e na ultima fase.

Para avaliar a eficiéncia da reacdo de amplificacdo de
cada gene alvo, foram realizadas dilui¢fes seriadas de
cDNA as quais foram submetidas a amplificacdo nas
mesmas condi¢des citadas acima. O gréfico gerado pela
concentragdo de cDNA e os respectivos valores de Ct
foram empregados para o célculo da equagdo de regressao
segundo Zhao e Fernald (2005), eficiéncia da
amplificagdo E=[10(Y/slope)]L,

A relagcdo da expressdo relativa (R) do gene alvo, foi
calculada baseando-se na eficiéncia da amplificacdo (E) e
no ciclo do PCR onde foi detectado o aumento da
fluorescéncia acima do sinal basal (Ct) (Pfaffl 2001).

Os resultados das amplificacBes das amostras (Ct) obtidas
pela qRT-PCR foram analisados considerando os pontos
dos Ct gerados no PCR das amostras de um gendtipo de
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expressdo, tegumento com coloragdo preta, relacionados
com os Ct da curva padrédo dos gendtipos com tegumento
amarelo, calculado por meio da equacdo da reta pela
analise de regressdo linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de gRT-PCR permite a quantificacdo da
expressdo dos genes em tempo real, apresentando um
maior grau de sensibilidade que o PCR convencional. A
quantificagdo da expressdo dos genes é feita de forma
relativa, isto é, pela comparagdo da expressdéo em um
grupo exposto a um estimulo a outro ndo exposto,
denominado de grupo controle (Zarlenga e Higgins 2001).

De acordo com os resultados obtidos no experimento
referente a validagdo dos oligonucleotideos (primers),
para o gene fla 14, foi possivel identificar a qualidade da
curva padrdo que foi aferida a partir do slope da equacéo
de regressdo, utilizado para o célculo da eficiéncia de
amplificagdo, assim como do coeficiente de determinacéo
(R2) (Deprez et al. 2002).

As eficiéncias mais ajustadas, entre 1,7 e 1,9, foram
evidenciadas para os primers FLA 14 p1 (1,7), FLA 14 p2
(1,7) e g actina (1,9). No entanto, o FLA 14 p3 (45) e 0
GmRNAri18s (5,9) obtiveram valores de eficiéncia fora
dos wvalores recomendados (Applied Biosystems®),
evidenciando possiveis problemas na qualidade destes
primers, indicando que os mesmos sdo ineficientes para
estudos posteriores de expressao relativa (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado da validagéo dos primers para o gene
fla 14, utilizando se dilui¢bes seriadas de
cDNA do genétipo CD 202. FAEM/ UFPel.

2015.
Primer Slope  Eficiéncia de R? Eficiéncia dos
amplificacdo primers (%)
FLA 14 pl -4,5* 1,7 0,94 67
FLA 14 p2 -4,2* 1,7 0,96 71
FLA 14 p3 -1,5 49 0,69 357
S-Actina -3,4* 1,9 0,99 97
GmRNAr18s -1,3 59 0,49 494

* PadrBes aceitaveis e recomendados de Slope segundo Applied
Biosystems®.

Em relacdo aos valores dos coeficientes de determinagédo
(R?), estes foram superiores a 67% para os primers, FLA
14 pl, FLA 14 p2 e g actina, indicando que os resultados
obtidos, com excecdo do gene endégeno GMRNAr18s,
apresentaram confiabilidade. Coeficientes de
determinagdo superiores indicam que a quantidade de

amplicons que cada primer produz nas diferentes
diluicdes do cDNA sofre reducdo conforme a reducdo da
concentracdo inicial de cDNA (dilui¢des) (Tabela 2).

Estudos utilizando o fluorocromo SYBR Green | para
andlise de qRT-PCR, obteve um coeficiente de regressao
de 1, e quase todos os resultados para eficiéncia
encontraram-se entre 70 e 110% (Deprez et al. 2002). J&
Pfaffl (2001), afirma que a eficiéncia deve ser E= 100+
20%.

Apesar da diferenca nos valores da eficiéncia entre os
genes enddgenos testados, GmRNAr18s (5,9) e g actina
(1,9), a inclusdo do gene GmRNAri18s em trabalhos
utilizando gRT-PCR, em outros estadios de
desenvolvimento do tecido vegetal, pode ser
recomendada. Isso pode ser sugerido devido a seus altos
valores de expressdo, 0 que é importante quando genes
sdo testados (Stolf Moreira et al. 2011).

No entanto, trabalhos realizados com soja submetida a
seca, para observar a expressdo génica da subfamilia HD-
Zip 1, utilizando como controle enddgenos 0s genes f-
Actina e GmRNAr18s, validados no programa GeNorm
(GeNorm 2002), demonstraram que 0 gene p-Actina
apresentou uma maior estabilidade em relacdo ao
GmRNAr18s (Pereira et al. 2011), sendo que estes
resultados corroboram os encontrados no presente estudo.

Para ser considerado como um gene endégeno o gene
deve ser expresso em niveis relativamente constantes nos
diferentes  tecidos, em todas as etapas de
desenvolvimento, ndo sendo afetado por condicGes
experimentais (Bustin 2002). Portanto, neste estudo, o
primer do gene # actina parece ndo ter relagdo direta com
0 metabolismo do “polissacarideo”, permitindo assim, sua
escolha e utilizagdo como controle enddgeno.

A especificidade dos primers foi analisada pela curva de
dissociagdo gerada apds a reacdo de qRT-PCR, as quais
foram visualizadas nas temperaturas de 78°C; 83°C e
82°C.

Observa-se que ndo apresentaram outros picos, indicando
que os primers produzem um Unico fragmento de PCR,
ou seja, a amplificacdo é especifica.

Os niveis de expressdo do gene fla 14 foram analisados
relacionando diferencas existentes entre 0s quatro
gendtipos com caracteristicas contrastantes para a
coloracdo do tegumento (tegumento preto e amarelo) e

111



Ramirez Monzdn et al. Perfil de expressdo do gene fla 14 em tegumento de sementes de soja.

Investig. Agrar. 2015; 17(2): 108-115.

contetido de lignina. Ou seja, a expressdo relativa (QR)
foi calculada com base nas combinacBes das
caracteristicas expressas nos genotipos, sendo que as
diferencas de expressdo séo ilustradas na Figura 1.
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Figura 1. Expressdo semi-quantitativa em gel de agarose
1%, a partir de cDNA do tegumento de
sementes de soja coletadas aos 50 dias de
desenvolvimento nos gendétipos IAC 222; TP —
tegumento preto; CD-CD 202; e, Po—Poténcia:
A) FLA 14 p1; B) FLA 14 p2, e C) p-Actina.
FAEM/UFPel. 2015.

A analise foi conduzida visando identificar os genes com
maior e/ou menor expressdo nos diferentes genotipos,
obtidos a partir da comparacdo entre o Ct da cultivar
Poténcia (tegumento amarelo) e o Ct das cultivares IAC e
TP (ambos de tegumento preto). Os resultados obtidos
para a diferenca da expressdo foram de 12,21% e 19,42%
para IAC 222/Poténcia e TP/Poténcia, respectivamente,
sendo que nas combinagdes TP/CD 202 e o IAC 222/CD
202, apresentaram valores de 0,21% e 0,13%
respectivamente (Figura 2), quando analisada a expresséo
relativa para o primer 1.

bo.138
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I1AC/IPo IACICD
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TFRiPo

Niveis de expressao relativa do Primer 1
Figura 2. Niveis de quantificacdo relativa (QR) do primer
1 do gene fla 14, entre as caracteristicas
contrastantes: Com tegumento preto (TP e
IAC) e com tegumento amarelo (Poténcia e CD
202). TP/Po: tegumento preto/ Potencia;
IAC/CD: IAC/CD 202.

A expressdo relativa do primer 1 dos gendtipos com
tegumento preto (TP e IAC 222), foi maior em relacéo ao
genotipo Poténcia, sendo que o mesmo resultado foi
observado no primer 2.

Entretanto, no primer 2 a expressao diferencial do gene
para os genétipos TP e IAC 222, permitiram a melhor
diferenciacdo do gendtipo CD 202, apresentando QR
superiores aos encontrados com o primer 1.

Nas combinagdes entre |AC 222/Poténcia e o TP/Poténcia
foram observados valores de expressdo entre 11,31% e
18,63%, respectivamente. No entanto, TP/CD 202 e o
IAC 222/CD 202, apresentaram valores de 0,45 e 0,27%,
respectivamente, as quais sdo superiores aos apresentados
pelo primer 1. Evidenciando que ambos primers foram
eficientes para detectar diferentes niveis de expressao
génica neste gendtipo (Figura 3).

fo.2rs

QR
TRIPo TPICD IACIPo IACICD

(I | P = &
fo.454
b 18838

o 2 4 & g 10 12 14 16 18 20 22

Niveis de expressao relativa do Primer 2

Figura 3. Niveis de expressao relativa do primer 2 do
gene fla 14, entre as caracteristicas
contrastantes: Com tegumento preto (TP e
IAC) e com tegumento amarelo (Poténcia e
CD 202). TP/Po: tegumento preto/ Potencia;
IAC/CD: IAC/CD 202. FAEM/UFPel. 2015.

Os resultados obtidos demonstram que ocorreu expresséo
diferencial do gene fla 14 aos 50 dias apds a antese no
tegumento da soja, apesar de ainda, ndo estar
completamente elucidada a exata relacdo entre coloracéo
do tegumento e o teor de lignina na expressdo desta
proteina. A diferenca de expressdo encontrada entre as
cultivares (TP/Poténcia, TP/CD 202 e IAC 222/Poténcia,
IAC 222/CD 202) pode ter ocorrido devido aos diferentes
teores de lignina no tegumento das sementes. Além disso,
de acordo com Menezes et al. (2009), essa variagdo na
expressdo pode ser devido a diferencas existentes entres
as proprias cultivares, variando entre hibridos,
independente dos genitores apresentarem valores altos ou
baixos de lignina.

Assim como no presente estudo, Mertz (2010) utilizando
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a técnica de CcDNA-AFLP para identificar genes
diferencialmente expressos em tegumentos de sementes
de soja, ressaltou que as proteinas FLAs podem explicar o
maior conteldo de lignina presente em sementes de soja
com coloracdo preta. Do mesmo modo, em estudo
realizado com algoddo (Gossypium hirsutum), os genes
fla 6/14/15/18, ressaltam a sua importancia sobre o0s
niveis de expressdo da fibra do algodoeiro (Huang et al.
2008), sendo a mesma relacionada com a protecgdo fisica
proporcionada pelo tegumento das sementes. Trabalhos
realizados com analise de expressdo dos FLAs em trigo
(Triticum aestivum) e arroz (Oryza sativa), Faik et al.
(2006), sugerem que a proteina, mesmo que fracamente
expressa, € encontrada principalmente na semente e na
raiz destes gendtipos. No entanto, foram realizadas buscas
nas bibliotecas de cDNAs do banco de dados TIGR, onde
ndo foi possivel verificar expressdo desses genes na
semente, no endosperma, no pistilo e coroa; contudo,
foram encontrados cDNAs medianamente expressos nas
anteras e folhas, e altamente expressos na raiz do trigo.
Apesar dessa proteina ndo estar sendo expressa na
semente, foi verificado que ela pode estar relacionada a
resposta ao estresse por desidratacéo.

Neste sentido, os resultados obtidos nesse estudo sugerem
que os primers desenhados para proteina FLA 14 séo
eficientes para expressdo génica em tegumentos de
sementes de soja de coloracdo preta, apresentando
diferencia de expressdo entre tegumentos de sementes
com  carateristicas  contrastantes.  Entretanto, a
conformacdo desses resultados depende de estudos mais
detalhados, relacionados com a expressdo génica em
tecidos especificos de interesse, com a inten¢do de
aprimorar e ampliar a compreensdo de rotas metabélicas
ainda ndo completamente elucidadas como é o caso da
proteina FLA 14.

CONCLUSOES

Os primers FLA 14 pl e FLA 14 p2 sdo eficientes para
sua utilizacdo em estudos de expressdo génica em
geno6tipos de soja.

O gene fla 14 apresenta expressao relativa superior na
soja com tegumento preto e caracterizado por maior
conteido de lignina, em relacdo aos gendtipos com
tegumento amarelo e menor contetdo de lignina.
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