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Resumo

Fatores ambientais, como a temperatura, podem provocar alteragdes no contetido de acidos graxos em
sementes de soja. Para maximizar o processo de obtengao de genotipos superiores € crucial o entendimento
dos mecanismos de regulagao que levam a alteragdo no conteudo de acidos graxos em fungdo de diferentes
temperaturas de cultivo. A analise da expressao génica requer o uso de genes de referéncia que apresentam
expressao constitutiva independente do gendtipo e/ou condigdo de cultivo. Dessa forma, faz-se necessario o
estudo da estabilidade de expressdo dos genes de referéncia para posteriormente utiliza-los em experimentos
de expressdo génica. O presente trabalho tem como objetivo selecionar genes de referéncia com expressao
génica constitutiva e estavel em genotipos de soja contrastantes para conteudo de acido oleico, cultivados
em diferentes temperaturas. Foram utilizados os genotipos: CD219, variedade comercial com concentragdes
normais de acido oléico (~19%) e FA22, com elevada concentragio de acido oléico (~50%). O experimento
foi conduzido em duas casas de vegetagdo: 1) com aquecimento, com temperaturas médias na faixa de
32/27°C; ii) sem aquecimento, com temperaturas médias na faixa de 26/14°C. Foram avaliados quatro
genes de referéncia: ACT11, UNK1, UNK2 e CONS7 quanto a eficiéncia de amplificag@o ¢ a estabilidade
da expressdo, utilizando o programa BestKeeper. As eficiéncias de amplificacdo, que variaram de 90%
(ACT11 e UNK2) a 94% (CONS7), validam o experimento e, consequentemente, permitem as analises de
quantifica¢@o de transcrito utilizando o método 22", Nos grdos de peso intermediario os quatro genes de
referéncia apresentaram elevado coeficiente de correlagdo (r > 0,90) e desvio padrao menor que 2. Assim,
esses genes apresentaram expressao constitutiva e estavel na condigdo experimental avaliada permitindo a
sua utilizagdo nos calculos de expressdo génica. Porém, nas sementes de peso final o gene CONS7 ndo se
apresentou estavel e dessa forma ndo é recomendada a utilizacdo desses graos de soja

Introducao

O conteudo de dleo e a composigdo de acidos graxos nas sementes de soja sdo fortemente influenciados
por fatores ambientais. Dentre eles, destaca-se a temperatura durante o desenvolvimento da semente. Em
soja, tem sido observado que o aumento da temperatura resulta na redugao dos conteudos de acido linoléico
e linolénico, e num significativo aumento no conteudo do acido oléico (Bachlava & Cardinal 2009; Ren et
al. 2009).

O estudo dos mecanismos de regulacdo das vias de biossintese de acidos graxos pode fornecer um maior
entendimento de como os fatores genéticos, ambientais e a interacdo entre eles afetam essa via biossintética.
A partir desse estudo, pode-se direcionar o processo de produgao de gendtipos superiores com contetudos de
acidos graxos mais adequados para diversos fins na industria alimenticia e de biodiesel.

A quantificagdo da expressdo de genes de interesse pela técnica de PCR quantitativo requer a normalizacdo
dos dados com o nivel de expressdo génica de genes de referéncia (Livak & Schmittgen 2001). Mais de 200
possiveis genes de referéncia em soja foram ja foram identificados (Libault et al. 2008), entre os quais 0s
genes ACT11, UNK1 e UNK2 se destacaram por serem estaveis na maioria das condigdes testadas. O gene
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CONS7 descrito na literatura também apresenta alto potencial para ser utilizado como gene de referéncia
(Hu et al. 2009). No entanto, esses estudos carecem de conclusodes a respeito da estabilidade de expressao
em genotipos de soja submetidos a diferentes temperaturas de cultivado.

O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do BIOAGRO/UFV dispde de diferentes
linhagens mutantes de soja com alteragdes na composi¢ao de acidos graxos da semente. Entre eles destaca-se a
linhagem FA22, que possui teor médio a elevado de acido oléico, em torno de 50%. Assim, para maximizar o
processo de obtengao de gendtipos superiores € crucial o entendimento do efeito da temperatura na composigao
de acidos graxos nesses genotipos, assim como o entendimento dos possiveis meios de regulagdo da via de
biossintese desses compostos. Para isso faz-se necessario o estudo da estabilidade de expressdao dos genes
de referéncia para posteriormente utiliza-los em experimentos de expressao génica via PCR quantitativo. O
presente trabalho teve como objetivo selecionar genes de referéncia com expressdes constitutiva e estavel
em genotipos de soja contrastantes para o contetido de acido oléico, cultivados em diferentes temperaturas.

Material e Métodos

Material genético - Foram utilizados dois genotipos de soja: FA22 e CD219RR. O genoétipo FA22 foi
selecionado em uma populag@o de melhoramento com reduzido acido linoléico e possui elevado conteudo de
acido oléico, aproximadamente 50%. A variedade CD219RR (0C94.2062 x CO 2131RR) foi desenvolvida
pela empresa COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agricola), possui teor normal de acido oléico
(~19 %), além de apresentar resisténcia ao herbicida glifosato.

Condigdes de cultivo - As plantas foram cultivadas em casa de vegetagao do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vicosa (UFV), no periodo de maio
a agosto de 2010. O experimento foi conduzido em duas casas de vegetagdo: i) com aquecimento, que
permitiu a obtencao de temperaturas médias diurnas de 32°C e noturnas de 27°C; ii) sem aquecimento, com
temperaturas médias diurnas de 26°C e noturnas de 14°C. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado com 50 vasos por genotipo. As sementes foram plantadas em vasos de trés litros
contendo solo previamente adubado, cultivando-se trés plantas por vaso. As sementes em desenvolvimento
de cada genotipo foram coletadas e congeladas separadamente em nitrogénio liquido, de acordo com o seu
peso timido. Foram selecionadas sementes em duas faixas de peso: 1) 226 a 275mg para compor as sementes
de peso intermediario, e ii) 376 a 425mg para compor as semente de peso final de enchimento do grao.

Extracdo e purificagdo de RNA - A extragdo de RNA total de sementes de soja foi realizada com o reagente
Trizol® (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. As extragdes foram realizadas em amostras
de 100 mg, constituindo de trés extragdes individuais e independentes. Para compor cada amostra foram
tomadas ao acaso 9 sementes de cada estadio de desenvolvimento/genotipo. O RNA total foi tratado com
DNAse RNAse Free (Promega) seguindo as recomendagdes do fabricante.

Sintese de cDNA - A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 1 pg do RNA total, utilizando
a M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), de acordo com as recomendagoes do fabricante.

Analise da estabilidade da expressdo dos genes de referéncia - A analise dos niveis de transcritos foi
realizada utilizando-se a metodologia de PCR quantitativo. Primers especificos foram desenhados a partir
das sequencias de nucleotideos dos cDNAs completos correspondentes dos genes endogenos (ACT11,
UNKI1, UNK2 e CONS7) previamente descritos na literatura (Libault ez al. 2008; Hu et al. 2009) (Tabela 1).

Tabela 1: Conjunto de primers utilizados no experimento de qPCR

Gene Primer F Primer R
ACT11 ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC GCTGGTCCTGGCTGTCTCC
UNK1 TGGTGCTGCCGCTATTTACTG GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC
UNK2 GCCTCTGGATACCTGCTCAAG ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG
CONS7 ATGAATGACGGTTCCCATGTA GCATTAAGGCAGCTCACTCT

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando o termociclador SDS ABI PRISM® 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram analisadas em duplicata técnica, em reagdes de 20
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uL contendo 50ng de ¢cDNA, 10,0 uL de 2X SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) ¢ primers
nas concentracdes de 400 nM. As condigdes de amplificagdo foram: uma etapa a 50°C por 2 min, seguida
de uma etapa de 95°C por 10 min e 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 30 s e anclamento e extensao
a 60°C durante 30 s. A curva de dissociagdo foi realizada apds a amplificagdo para verificar se apenas um
unico amplicon era gerado em cada reagao.

A eficiéncia de amplificacdo de cada um dos primers foi calculada plotando-se graficamente os valores
obtidos de Ct no eixo das ordenadas ¢ o logaritmo dos valores de cada diluigdo no eixo das abscissas. O valor
do coeficiente angular (s) da reta foi utilizado para o calculo da eficiéncia, a partir da formula: Eficiéncia
PCR = (10 — 1) x 100. Coeficiente angular com valor de -3,32 indica que a reagdo de PCR apresenta
100% de eficiéncia (Ginzinger 2002).

A estabilidade da expressdo dos genes endogenos (ACT11, UNK1,UNK2 e CONS 7), nos genotipos FA22
e CD219, nas duas condigdes de cultivo, foi determinada por meio do programa estatistico BestKeeper (Pfaffl
et al. 2004). O programa utiliza os dados de eficiéncia de amplificagdo e a média do Cycle Threshold (Ct) dos
genes analisados em todas as condigoOes testadas para realizar o calculo do coeficiente de variagdo do numero Ct
(CV [% Ct]) e do desvio padrao das médias do niumero Ct, fornecendo pardmetros para estimar a estabilidade
de expressdo dos genes analisados. Além disso, o programa cria um coeficiente de correlagao (r) entre cada
gene analisado e a média geométrica do valor de Ct de todos os genes de referéncia candidatos juntos.

Resultados e Discussao

Para os quatro genes de referéncia avaliados, foram verificadas altas eficiéncias de amplificagdo (Tabela
2), variando de 90% (ACT11 e UNK2) a 94% (CONS?7), validando os pares de primers desenhados e
consequentemente permitindo as analises de quantificagdo de transcritos pelo o método 24 (Livak &
Schmittgen 2001).

Tabela 2: Calculo da eficiéncia de amplificagdo dos pares de primers dos genes de referéncia

Gene Coeficiente angular r* Eficiéncia (%)
ACT11 -3,597 0,995 90%
UNKI1 -3,14 0,978 92%
UNK2 -3,102 0,999 90%
CONS7 -3,474 0,998 94%

* 1 coeficiente de correlagdo da curva de eficiéncia.

Os parametros estatisticos para a investigagao da estabilidade da expressdo dos quatro genes de referéncia
(ACT11, UNK1, UNK2 e CONS7) sao apresentados nas Tabelas 3 e 4. O coeficiente de correlagdo (r) e o
desvio padrao sdo os principais pardmetros para avaliar a estabilidade de expressao dos genes de referéncia.
Espera-se que genes estaveis apresentem elevado coeficiente de correlagao (r) e baixo o desvio padrao (Pfaffl
et al. 2004).

Tabela 3: Dados estatisticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes de referéncia avaliados
nos estadios intermediarios de desenvolvimento da semente de soja

Parametro estatistico ACTI11 UNK1 UNK?2 CONS7
Me¢dia geométrica [dos CTs] 21,29 26,04 28,11 24,36
Desvio Padrao [+ CT] 0,81 0,35 0,52 0,67
Coeficiente de variagao [% CT]* 3,79 1,34 1,86 2,75
Desvio padrao [+ x-fold]|** 1,68 1,25 1,40 1,59
Coeficiente de correlacdo [r] 0,991 0,926 0,984 0,984
p-value 0,001 0,001 0,001 0,001

* Coeficiente de variagdo, expresso como porcentagem do numero do Ct.
** Desvio padrao dos coeficientes absolutos.
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Tabela 4: Dados estatisticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes de referéncia avaliados
nos estadios finais de desenvolvimento da semente de soja

Parametro estatistico ACT11 UNK1 UNK2 CONS7
Média geométrica [dos CTs] 21,95 24,71 27,98 25,52
Desvio Padrao [+ CT] 0,79 0,70 0,60 0,63
Coeficiente de variagdo [% CT]* 3,63 2,84 2,14 2,45
Desvio padrdo [+ x-fold]** 1,74 1,62 1,51 1,54
Cocficiente de correlagdo [r] 0,921 0,970 0,901 0,761
p-value 0,001 0,001 0,001 0,004

* Coeficiente de variacdo, expresso como porcentagem do numero do Ct.
** Desvio padrdo dos coeficientes absolutos.

Conforme mostrado na Tabela 3, todos os genes de referéncia testados com os graos de peso intermediario
apresentaram elevado coeficiente de correlacdo (r> 0,90) e desvio padrdo menor que 2. Assim, a partir
desses parametros, para graos na faixa intermediaria de peso umido, os quatro genes de referéncia avaliados
apresentaram expressao estavel nos genotipos CD219 e FA22 submetidos a diferentes temperaturas de cultivo.

No entanto, nos graos de peso final, o gene CONS7 apresentou o coeficiente de correlacao de 0,761,
relativamente baixo se comparado aos demais genes de referéncia (ACT11, UNKI1 e UNK2), o que evidencia
que esse gene sofre variagdo em funcdo do genotipo e/ou da temperatura de cultivo. Dessa forma, ndo ¢é
indicada a sua utilizagdo como gene de referéncia nas analises dos experimentos de expressdo génica em
graos com essa faixa de peso tmido.
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