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A soja é uma das fontes mais importantes de alimentos e racdo no
Brasil e no mundo. Essa planta é muito versatil na natureza, e produz
abundantes suplementos de proteinas e 6leo em ambientes temperados
e tropicais (Keyser & Fud Li, 1992). A soja demanda grandes
quantidades de nitrogénio (N), que podem ser garantidas através do
processo de fixacado biolégica do nitrogénio (FBN).

Na associacao simbidtica entre as leguminosas e os rizébios ocorre o
desenvolvimento de uma nova estrutura na raiz da planta, o nédulo.
Nos ndédulos, os rizébios ficam agregados dentro de células da planta
hospedeira, num compartimento subcelular rodeado por uma membrana,
que é chamada de membrana peribacterdide (Verma et al., 1978).

Varios estudos identificaram genes que estado envolvidos com o processo
de desenvolvimento do nédulo e fixacdo do nitrogénio, e algumas destas
proteinas codificadas por esses genes sdao chamadas de nodulinas. As
nodulinas sdo proteinas das plantas que séo induzidas especificamente
durante o desenvolvimento de ndédulos nas raizes em leguminosas,

logo apds a infeccao com rizébios microssimbiontes (Legocki, et al.,
1980). Essas proteinas desempenham papel importante na formacao e
manutencado do nédulo radicular. O exemplo mais conhecido de nodulina
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é a leghemoglobina, responsavel pela coloracdo avermelhada dos nédulos
ativos, cuja fungéo € o transporte de O,, funcionando como barreira de
difus@o do O, nos nédulos e evitando que ocorra a inibicdo da atividade
do complexo da enzima Nitrogenase, inibido por O, (Mylona et al., 1995).

O ndédulo é um novo érgao que se forma nas raizes das leguminosas
como resposta a troca de sinais que ocorre entre bactérias
coletivamente denominadas como rizébios e a planta, no caso da soja,
Bradhyrizobium japonicum e B. elkanii. No interior dos nédulos, os
rizébios se transformam em bacterdides e ficam agregados dentro de
células da planta envoltos por uma membrana denominada de membrana
peribacteréide. Todo intercAmbio metabdlico entre os dois parceiros
ocorre através dessa membrana (Verma & Fortin, 1989).

A nodulina-24H é um polipetideo de 24 kDa localizada na membrana
peribacterdide de soja (Fortin et al., 1987). Anélises das sequéncias
de nucleotideos da nodulina-24 indicam que ela pode ser codificada
na membrana peribacterdide (Fortin, et al., 1985). Sua expressao

é especificamente induzida nos nédulos, ndo sendo encontrada em
nédulos que ndo produzem a membrana peribacteréide.

Ao amplificar um fragmento desse gene em cultivares do banco de
germoplasma Embrapa Soja, buscando identificar SNPs em sequéncias
de genes que codificam nodulinas (Fig. 1), verificou-se a producéao de
fragmentos de tamanhos diferentes para o produto de amplificacdo da
nodulina- 24H. Para identificar as causas desse polimorfismo foram
selecionadas 6 cultivares com base nos fragmentos produzidos, cujos
fragmentos gerados serdo sequénciados.

O objetivo deste trabalho é o de estudar as causas da variacdo no
tamanho de um fragmento do gene que codifica para a nodulina-24H em
seis cultivares de soja.

Foram utilizados seis cultivares de soja: BR28, Embrapa-5, FT-100,
IAC-4, Bossier e Embrapa-20. As plantas cresceram em casa de
vegetacao por 50 dias. O DNA foi extraido a partir de duas a trés folhas
(primeiras folhas trifoliadas) pelo método descrito por Keim et al. (1988),
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e mantido na concentracdo de 100 ng/uL a -80 °C; para a andlise, e

a concentracdo foi ajustada em 10 ng/uL. O DNA de cada cultivar foi
amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction) com o primer soynod-
24H para a regiao do gene soynod-24, que codifica proteinas conhecidas
como nodulinas. Cada amostra continha, em um volume de 50 uL:
29,97 uL de agua Millig; 3,33 uL de dNTPs (1,5 mM de cada); 5,0

uL de Tampéo 10X; 2,5 uL de MgCl, (50 mM de cada), 3 uL de cada
oligonucleotideo (primer) (forward AGTCCTAATAACAAGAGTAGTA e
reverse GCAGCAGCCATGCCATGTAG) a 10 pmol/L e 0,2 uL de Tag DNA
polimerase. Foi utilizado o termociclador Applied Biosystems, usando

um ciclo inicial de desnaturacao de 95 °C por 1 minuto; seguido por

39 repeticdes das etapas de desnaturacao a 95 °C por 20 segundos,
anelamento a 50 °C por 30 segundos, e extensdao a 60 °C por 1 minuto.

Apds as etapas de amplificacdao os fragmentos gerados foram purificados
por meio do Kit PureLink™ PCR Purification Kit Invitrogen. Os fragmentos
purificados serdo sequenciados para posterior anélise das diferencas dos
tamanhos dos fragmentos em nivel de sequéncia de DNA.

Depois de feita a reacdo de PCR para o gene soynod-24H, os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % para
verificar a eficacia da reacdo com a visualizacao dos fragmentos (Fig.
2). Nesse gel pode-se observar uma diferenca no tamanho do fragmento
desse gene para as diferentes cultivares. As cultivares Embrapa-5,
Bossier e FT-100 nao apresentaram diferenca no tamanho do fragmento
em gel de agarose, porém quando visualizados em gel de poliacrilamida
10 %, foram identificadas diferencas pequenas no tamanho dos
fragmentos desses materiais (dados ndo mostrados). Enquanto em BR-
28, Embrapa-20 e IAC-4 foram detectadas diferencas ao gel de agarose.

A segunda etapa deste trabalho consiste em sequenciar os fragmentos
gerados nesses materiais para investigar o que causa a alteracao do
tamanho das seqiiéncias, bem como possiveis implicacdes dessa
variacao sobre a sequéncia da proteina gerada, procurando relacionar
com a fixacao biolégica do nitrogénio.
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Fig. 1. Otimizacdo da amplificacdo de fragmentos de sequéncias génicas que codificam
nodulinas. As amostras nimero 1 correspondem a cultivar Bossier; as de nimero 2
correspondem a cultivar Embrapa 20; as amostras nimero 3 sao referentes a cultivar

BRS133 e o M é referente ao marcador Kb plus.

Fig. 2. Diferencas no tamanho do fragmento do gene soynod-24H. As amostras nimero

1 séo referentes a cultivar BR28; as de nimero 2 referente a cultivar Embrapa-5; as
de nimero 3 correspondem a cultivar Bossier; as de nimero 4 sdo referentes a cultivar
Embrapa-20; as de nimero 5 correspondem a FT-100; e as amostras nimero 6 sédo

referentes a cultivar IAC-4. * Amostras com repeticdo
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