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RESUMO

Devido a elevada producdo de graos de soja inclusive de cultivares
transgénicas, ha demanda por grande volume de sementes de alta qualidade no
mercado. Sabe-se que a qualidade fisiologica de sementes de soja pode estar
relacionada ao teor de lignina presente principalmente no tegumento das
sementes. Como na literatura sdo escassos os trabalhos relacionados a expressao
génica de lignina em sementes de soja, no presente trabalho objetivou-se estudar
a expressdo de genes envolvidos na via metabdlica de lignina durante o
desenvolvimento dessas sementes.Também foram analisados a ultraestrutura do
tegumento das sementes assim como a qualidade fisioldgica das sementes das
cultivares BRS Celeste, BRS 133 e Savana consideradas de baixo teor de lignina
e BRS Valiosa RR, BRS Silvania RR e Doko consideradas de alto teor de
lignina, produzidas na safra 2008/2009 na area experimental do Departamento
de Agricultura da UFLA. Para a avaliagdo da qualidade das sementes foram
realizados os testes de germinagdo, condutividade elétrica e envelhecimento
acelerado. O teor de lignina foi determinado e utilizado em estudos de
correlacdo fenotipica com os pardmetros usados para a analise da qualidade
fisiolégica. Para o estudo da expressdo génica as sementes foram colhidas
durante os estadios de desenvolvimento R4, R5, R6 ¢ R7. Os genes estudados
foram PAL, CAD, C4H e C3H usando como controle enddgeno o gene ELFB
com duas repeticdes bioldgicas em triplicatas para cada tratamento. As andlises
ultraestruturais revelaram que o tegumento das sementes comeca a se diferenciar
no estddio R4, atingindo em R5 sua completa formacdo dividida em camada
palicadica, camada de células em ampulheta e parénquima lacunoso. Ocorre
maior expressdo dos genes C4H e PAL somente nos estddios R5 e R6 de
desenvolvimento. O gene CAD se expressa nas fases finais de desenvolvimento
das sementes de soja e em cultivares com baixo teor de lignina ha maior
expressao do gene PAL nos estadios R6 e R7 de desenvolvimento.

Palavras-chave: Expressao génica. PCR em tempo real. Lignina. Sementes. Soja.



ABSTRACT

Due to the high soybean grain yield inclusive of transgenic cultivars,
there is a demand for great bulk of high quality seeds on market. It is known that
the physiological quality of soybean seeds can be related to the lignin content
present mainly in the tegument of the seeds. As in the literature the works
related to the gene expression of lignin in soybean seeds are scarce, in the
present work, studying the expression of the genes involved in the metabolic
pathway of lignin during the development of those seeds was intended. Also, the
ultrastructure of the teguments of the seeds as well as the physiological quality
of the seeds of cultivars BRS Celeste, BRS 133 and Savana regarded as of low
lignin content and BRS Valiosa, BRS Silvania and Doko considered of high
lignin content, produced in the 2008/2009 crop in the experimental area of the
UFLA Agriculture Department were investigated. For the evaluation of the
quality of the seeds, tests of germination, electric conductivity and accelerated
ageing. Lignin content was determined and utilized in phenotypic correlation
studies with the parameters used for the physiological quality analysis. For the
gene expression study, the seeds were collected during the R4, R5, R6 and
R7development stages. The genes studied were PAL, CAD, C4H and C3H using
as a endogenous control ELFB gene with two biological replications in
triplicates for each treatment. The ultrastructural analyses revealed that the seed
tegument begins to differentiate at R4 stage, reaching at RS its complete
formation divided into palisade layer, hourglass cell layer and spongy
parenchyma. Increased gene expression of C4H genes occurs only at RS and R6
development stages. The gene CAD expresses itself at the final development
phases of soybean seeds and in low lignin cultivars there is greater expression of
PAL at R6 and R7 development stages.

Keywords: Gene expression. Real time. Lignin. Seeds. Soybean.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Uma das etapas fundamentais para a obtengdo de rendimentos elevados
na cultura da soja ¢ o estabelecimento de um estande adequado de plantas,
conseguido principalmente por meio do uso de sementes de alta qualidade. Na
safra 2009/2010 foram produzidas no pais cerca de 68 milhdes de toneladas de
sementes dessa espécie, o que representa 60% da producdo total de sementes no
pais. Assim, é fundamental o levantamento de fatores que interferem na
qualidade fisioloégica de sementes de soja, contribuindo com programas de
controle de qualidade das mesmas nas etapas de melhoramento e produgido de
sementes.

Nesse contexto tém sido realizadas pesquisas com o objetivo de verificar
a influéncia de lignina, biopolimero acumulado principalmente no tegumento, na
qualidade fisiologica de sementes de soja. Devido as caracteristicas de rigidez e
hidrofobia, a lignina pode conferir resisténcia aos danos mecanicos, a patdgenos
e a deterioragdo em sementes. Na literatura sdo observados trabalhos nos quais
correlacionou-se o teor de lignina e a qualidade fisica e fisiologica de sementes
de soja. No entanto, os resultados obtidos nestas pesquisas ndo tém sido
consistentes, o que demanda estudos mais avancados nesta area.

Nesse sentido, sdo escassos resultados de pesquisa relacionados a
expressdo génica deste polimero em sementes, area que tem se mostrado
fundamental, possibilitando o entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos em processos biologicos importantes como a identificagdo de vias
bioquimicas. Conhecimentos que poderdo ser utilizados ou manipulados em
programas de melhoramento vislumbrando a producdo de sementes de soja com

alta qualidade.
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Assim, objetivou-se nesta pesquisa estudar a expressdao génica da lignina
durante o desenvolvimento de sementes de soja com diferentes teores de lignina
no tegumento. Foi avaliada ainda a formagao do tegumento por meio das analises
ultraestruturais e a correlagdo entre o teor de lignina no tegumento ¢ a qualidade

fisiologica das sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da qualidade fisioldgica de sementes de soja

A cultura da soja possui grande importincia no contexto econdmico
brasileiro, ocupando no cenario mundial o segundo lugar em produgdo de graos
e o primeiro lugar em exportacao.

A demanda por sementes de soja com alta qualidade € crescente no pais
em fun¢do de novas tecnologias incorporadas no setor. A soja ¢ considerada uma
das principais comodities agricolas do Brasil, atingindo na safra 2009/2010 uma
produgdo estimada em cerca de 68 milhdes de toneladas de gros
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010).

Para atender a demanda crescente do mercado ¢ necessario o
estabelecimento adequado de estandes que possibilitem elevadas produgdes que
sdo alcancadas com o uso de sementes com alta qualidade fisioldgica. Assim
empresas produtoras de sementes de soja tem investido em programas de
controle de qualidade interno, por meio dos quais sdo avaliados e controlados os
fatores que interferem na qualidade de sementes.

Sdo muitos os fatores que afetam a qualidade das sementes de soja
dentre eles as condigdes climaticas, as técnicas utilizadas durante a colheita,
secagem, beneficiamento, assim como as condi¢des de temperatura ¢ umidade
durante o transporte, armazenamento e semeadura. Quando a semente ainda se
encontra no campo podem ocorrer problemas relativos a deterioracdo por
umidade, gerando perdas significativas da qualidade. Esta pode ser apontada
como uma das principais causas de deterioragdo das sementes podendo elevar o
indice de danos mecanicos na colheita, uma vez que sementes deterioradas sdo
extremamente vulnerdveis aos impactos mecanicos (FRANCA NETO et al.,

2000).
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A semi-permeabilidade do tegumento que minimiza a incidéncia de
danos mecanicos nas sementes tem sido uma caracteristica estudada por
melhoristas de soja objetivando o aumento do potencial fisiologico dessas
sementes. Essa caracteristica reduz o efeito das flutua¢des de umidade do
ambiente sobre a semente, principalmente nas fases de maturagdo e pré-colheita,
e também durante o armazenamento, tornando, portanto, as sementes menos
suscetiveis a deterioragdo (FRANCA NETO et al., 2000).

Segundo Souza e Marcos Filho (2001), a longevidade e o potencial de
deterioracdo no campo tém sido relacionados ao grau de permeabilidade do
tegumento, que esta associado ao teor de lignina. Neste contexto pesquisas tém
sido realizadas com o objetivo de avaliar a relagdo entre a qualidade e o teor de
lignina presente no tegumento de sementes de soja.

Em programas de melhoramento de soja o acumulo de lignina em
tegumentos de sementes tem sido avaliado, com o objetivo de garantir a

producdo de sementes com alta qualidade.

2.2 Estrutura e lignificacdo do tegumento das sementes

O tegumento ¢ um dos principais fatores determinantes da capacidade de
germinagdo, vigor e potencial de longevidade das sementes. E originado dos
integumentos do dévulo onde a primina da origem a testa e a secundina origina o
tegma. Por meio de um corte transversal da testa distingue-se trés camadas: a
epiderme que ¢ formada pelas células palicadicas ou macroesclerideos, a
hipoderme, formada pelas células em ampulheta, ou osteoesclerideos ou células
pilares e as células parenquimatosas (SWANSON; HUGHES; RASMUSSEN,
1985).

O tegumento apresenta funcdo de protecdo durante a embebigdo,

evitando a ruptura celular ¢ perda de substincias intracelulares (DUKE;
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KAKEFUDA, 1981), e também protege o eixo embrionario (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).

O tegumento das sementes exerce também, funcdo importante no
processo de germinacdo pois ¢ um fator regulador da absor¢do de agua
(MCDONALD; VERTUCCI; ROOS, 1988). Algumas -caracteristicas
morfoldgicas do tegumento podem influenciar o tempo de penetragdo da agua
pela interferéncia exercida no mecanismo de controle de troca de umidade
(COSTA et al., 1994).

A inclusdo de lignina na parede celular tem origem na lamela média,
partindo em diregdo ao interior da parede secundaria. Inicialmente, ocorre o
crescimento da parede primaria que corresponde a fase em que a célula aumenta
de tamanho, e depois o crescimento da parede secundaria, fase em que a parede
celular torna-se progressivamente mais espessa, a partir da borda interna da
parede primaria, em dire¢do ao centro da célula, ocorrendo a deposi¢ao de
polimeros de lignina. O efeito deste padrdo de deposicdo de lignina torna a
regido lamela média/parede celular primaria mais intensamente lignificada
(JUNG; ALEN, 1995).

A lignina ¢ depois da celulose, o polimero mais abundante encontrado
nas plantas. Trata-se de polimeros vegetais derivados dos alcodis
hidroxicinamilicos p-coumarilico, coniferilico e sinapilico, também chamados
de monolignéis. Devido a sua rigidez e hidrofobia favorecer a resisténcia aos
danos mecanicos, transporte da agua e a defesa contra ataques de patogenos
(LEWIS; YAMAMOTO, 1990).

O teor de lignina considerado adequado varia de acordo com a espécie e
o orgdo analisado. O alto teor de lignina presente na parte aérea de forrageiras
determina a baixa digestibilidade, formando assim pastagens de baixa qualidade

para os animais (LACERDA, 2001) enquanto que em eucalipto, o alto teor de
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lignina presente nos tecidos do caule prejudica a obtengdo de celulose e papel
(ENDT et al., 2000).

Recentemente em pesquisas envolvendo bioscombustiveis também
buscam entender a funcdo e evolugdo de genes de biossintese de lignina com o
objetivo de desenvolver melhores estratégias para a melhoria de matéria-prima
para bioenergia (XU et al., 2009).

Diferencgas no teor de lignina entre tegumentos de sementes t€m sido
observadas por diversos autores (ALVAREZ et al., 1997; CARBONELL;
KRZYZANOWSKI, 1995; GRIS et al.,, 2010; MENEZES et al, 2009;
PANOBIANCO, 1997). Panobianco (1997), estudando a variacdo na
condutividade elétrica de sementes de diferentes genotipos de soja e sua relagdo
com o conteudo de lignina no tegumento, concluiu que o efeito do gendtipo pode
ser conseqiiéncia das caracteristicas do tegumento da semente.

Menezes et al. (2009), realizaram a avaliagdo da espessura de lignina
nos tegumentos das sementes de soja de diferentes cultivares por meio da
mciroscopia de luz onde foi observada a presenca de lignina no tegumento de
sementes nas camadas de células pali¢adicas e de células em ampulheta.

Em sementes de soja ja foram verificadas correlagdes positivas entre o
alto teor de lignina no tegumento e a resisténcia aos danos mecanicos. No
entanto ainda ndo esta esclarecido a relag@o entre o teor de lignina e a espessura
da testa (AGRAWAL; MENON, 1974; TAVARES et al., 1987). A espessura da
testa ¢ uma caracteristica fisica uniforme em sementes de uma mesma cultivar e
tem controle genético (CAVARIANI et al., 2009).

Diferencas estruturais ja foram encontradas entre tegumentos de
sementes de soja de coloragdo preta ¢ amarela, onde as sementes com tegumento
preto apresentaram qualidade fisiologica superior em relagdo as sementes com
tegumento amarelo. Observou-se que as células da epiderme da testa do

tegumento de sementes pretas apresentaram-se com aspecto serrilhado, enquanto
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que nas sementes amarelas, essas células permaneceram com a estrutura lisa. O
gendtipo de sementes de tegumento com coloragdo preta possui as células da
epiderme da testa altamente lignificadas conferindo assim, maior resisténcia
(MERTZ et al., 2009).

Alguns pesquisadores ja estudaram as propriedades do tegumento da
semente de soja (MA et al., 2004; SOUZA; MARCOS-FILHO, 2001), mas
ainda ndo foi comprovado quais estruturas do tegumento estdo associadas a
permeabilidade. Substancias impermeaveis a agua tais como ceras, suberina,
tanino ou lignina podem ser encontrados na parede celular (MCDOUGALL et

al., 1996).

2.3 Expressdo de enzimas envolvidas na biossintese de lignina

A sintese de lignina envolve varias enzimas e o conhecimento dessas ¢
importante em estudos nos quais se relaciona a qualidade de sementes de soja e

o teor de lignina.

As plantas sdo responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios
que oferecem inumeras fun¢des. Os principais metabolitos secundarios sdo os

terpenos, os composto fendlicos e alcaldides.

A complexidade das vias de biossintese de lignina ¢ atribuida a varias
enzimas multifuncionais, ¢ estas enzimas também correspondem a familias de
genes diferentes (XU et al., 2009).

As enzimas que participam das etapas iniciais e intermedidrias da via de
biossintese da lignina sdo comuns a via dos fenilpropandides (RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003). O metabolismo dos fenilpropandides inclui uma
série complexa de rotas bioquimicas que proporcionam as plantas milhares de

combinagdes. Muitos destes sdo intermedidrios na sintese de substancias
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estruturais das células, como a lignina (BOATRIGHT et al., 2004). Os
fenilpropanodides se formam a partir do acido chiquimico, que formam as
unidades basicas dos 4cidos cindmicos e p-cumérico (SIMOES; SPITZER,
2004).

Uma quantidade consideravel de genes ¢ atribuida como participante da
sintese da lignina, tais como os genes reguladores da atividade das enzimas
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), Cinamato-4Hidroxilase (C4H), 4-
cumarate-CoA ligase (4CL), 4 Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H), 5-
Adenosil-Metionine:Cafeato/5-Hidroxi (OMT), Ferulato-5-Hidroxilase (F5H),
Hidroxicinamoil COA Redutase (CCR), cinnamyl alcohol dehydrogenase
(CAD) (BOUDET, 2000, 2003; DARLEY et al., 2001).

Phenyk PAL  Cinnarmic

alanine * acid
C4H
TAL . -
Tyrasine  — p-Coumaric C3H  caffeic  COMT  Fepyic FAH S-Hydroxy- COmMT Sinapic
acid acid acid ¥ ferlic acid ! acid
p-Courmarayl- Caffeayt Feruloyl S-Hydroxyferuloyl- Sinapoyl-
CoA cCos-iH  CoA CCoAOMT  Col Cod  ccosomT  Cob
lCCR J'CCR J'CCR J'CCR
p-Courraraldehyde Coniferaldehyde coﬁ;f':?reﬂrdoexhy);de Sinapaldehyde
lCa&D l CAD l CAD
p-Coumaryl alcohal Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol
(H) (G) (S)

Figura 1 Via da biossintese de lignina

A classe mais abundante de compostos fendlicos ¢ derivada da
fenilalanina, por meio da eliminagdo de uma molécula de amonia para formar o

acido cindmico, cuja reagdo ¢ catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase
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(PAL). Essa ¢ uma das principais enzimas que atuam na formac@o dos
precursores da lignina, catalisando a desaminacdo da fenilalanina a acido trans-
cindmico (RAES et al., 2003). Segundo Bate et al. (1994) e Sewalt et al. (1997)
a PAL se torna limitante quando sua atividade ¢ reduzida, cujos resultados foram
comprovados em tabaco transgénico(Nicotiana tabacum).

A invasdo de patdgenos, por exemplo, desencadeia a transcricdo do
RNAm, que codifica a enzima PAL, aumentando a quantidade desta enzima na
planta e estimulando a sintese de compostos fenolicos (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Esta enzima ¢ chave da via metabdlica dos fenilpropanodides, e além de fazer
parte da classe de enzimas envolvida na formagdo de lignina, cujo acimulo na
parede celular é concomitante com o aumento na atividade de PAL,também
pode ser induzida por agente bidtico ou abidtico (ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005).

A Cinamato-4Hidroxilase (C4H) controla a conversdo do cinamato em
p-cumarato. E o primeiro citocromo monooxigenase P450-dependente do
caminho do fenilpropanéide. Sdo catalisadas trés rea¢des de hidroxilagdo
sucessivas no anel na formagdo do monolignol, comeg¢ando pela enzima C4H,
seguindo pela C3H e a FSH (DIXON et al., 2001).

Outra enzima importante ¢ a cinamil alcool desidrogenase (CAD), a qual
catalisa o ultimo passo na biossintese do monolignol, reduzindo-as a aldeidos e
em alcoois correspondentes. A enzima CAD reduz varios aldeidos, durante
diferentes fases de desenvolvimento de plantas. Além da fun¢ao de regulacdo da
lignificagdo, varios genes da CAD foram caracterizados em resposta a patdgenos
em plantas (KIEDROSKI et al., 1992). Pela sua alta especificidade ¢
considerada como marcadora do processo de lignificacdo.

Também fazendo parte da biossintese de lignina a 4-Hidroxicinamato 3-
Hidroxilase (C3H) foi nomeada originalmente depois de sua fungdo na

hidroxilagdo do &cido p-cumarico. Recentemente foi observado que a C3HI1
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converte éster cuiquimato e quinato de acido p-cumarico preferencialmente no
acido cafeico correspondente, considerando que acido p-cumarico e pcumaroil -
CoA ndo sejam substratos desta enzima (FRANKE et al., 2002; NAIR et al.,
2002; SCHOCH et al., 2001).

Indicios de que outros genes podem contribuir de forma determinante
para a sintese de lignina foram encontrados quando plantas mutantes ou
geneticamente modificadas apresentaram unidades ndo usuais deste polimero,
levando a hipotese que em condic¢Ses especificas sua sintese pode ser alcangada
por diferentes vias e precursores envolvendo assim uma grande variedade de
genes (RAES et al., 2003).

Em varios trabalhos tem sido mostrada a importancia de estudos em
plantas no nivel molecular para o melhor entendimento de como os genes se
expressam. Recentemente, estudos de mapeamento de transcriptoma de plantas
se tornaram uma ferramenta importante em estudos de variacdo genotipica e
fenotipica sob diferentes condigdes (NUSSBAUMER et al., 2009). A variagao
da regulagdo génica mostra-se um mecanismo importante em sementes, em
fungdo da complexidade dos fatores que interferem na qualidade das mesmas.

Segundo Souza e Marcos Filho (2001) o uso da biotecnologia em
estudos do tegumento de sementes visando a melhor qualidade e produgao ainda
ndo avangaram muito devido a falta de conhecimento dos sistemas genéticos que
controlam o desenvolvimento e composi¢do do mesmo. Um grande nimero de
genes sdo conhecidos por serem especificamente expressos nos tecidos do
tegumento e no entanto, pouco se conhece sobre a funcionalidade dos mesmos.
No tegumento so sintetizados novos compostos relacionados a defesa e controle
do desenvolvimento de sementes.

Muitos eventos relacionados ao crescimento, desenvolvimento de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estimulos sdo resultantes da alteragao

na expressdo génica. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
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transcritos de células vegetais permite que genes, diferencialmente expressos
possam ser identificados, e conseqiientemente, sua funcdo metabdlica pode ser
investigada (KUHN et al., 2001).

Atualmente existem varias técnicas por meio das quais é possivel avaliar
a expressao de genes associados a qualidade de sementes.

A maximizacdo da sensibilidade dos métodos de quantificacdo tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais avangadas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR), que ja ¢ usado ha bastante tempo na
area médica. No entanto, mais recentemente tem sido utilizada em estudos de
expressdo génica e quantificacdo de seqiiéncias especificas em plantas
(GACHON; SAINDRENAN, 2004). De modo geral, a investigacdo da
expressdo génica em plantas, tem facilitado o conhecimento e o entendimento de
genes e vias metabolicas.

O gPCR difere do PCR cléssico pela mensuragdo do produto de PCR
amplificado em cada ciclo da reacdo da PCR. Na pratica, uma camera de video
grava a luz emitida por sondas fluorogénicas ou por agentes intercalantes de fitas
duplas de DNA, como o SYBR Green, que ¢ incorporado dentro dos novos
produtos amplificados. Assim, o qPCR permite que a amplificacdo seja
acompanhada em tempo real, durante a fase exponencial da corrida, fazendo
com que a quantidade de material inicial seja determinada precisamente.
Comparado com outras técnicas, esta permite a deteccdo de um dado acido
nucléico alvo de maneira rapida, especifica e muito sensivel (GACHON;
SAINDRENAN, 2004).

A quantificagdo ¢ a caracteristica mais importante do qPCR. A
quantificacdo absoluta é calculada com auxilio de uma curva padrdo. A
quantifica¢do relativa pode ser deduzida considerando diferengas de Ct (cicle
treshold) entre as amostras e padroes de expressao constitutiva (BUSTIN, 2000).

Comparada com o PCR classico, uma das principais vantagens do qPCR ¢ a
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rapidez em fornecer dados confiaveis. E altamente sensivel na detec¢do de DNA
ou RNA devido 4 combinagdo de amplificag@o realizada pelo passo de PCR e o
sistema de detec¢do. Em qualquer caso a especificidade do processo pode ser
checada depois da completa corrida de PCR, por gel de eletroforese, curva de
dissociagdo e dados de sequenciamento. E uma técnica muito conveniente para
estudos com limitada quantidade de material inicial ou para avaliar a expressdo
de um grande numero de genes com quantidades minimas de RNA (FREEMAN;
WALKER; VRANA, 1999).

Na ciéncia basica, o qPCR tem sido amplamente empregado na
quantificagdo de transcritos especificos (RT-q PCR), na andlise de familias
multigénicas. Diante do exposto a técnica de PCR em tempo real pode ser
utilizada para se estudar a expressao de genes associados a qualidade fisiologica

das sementes, a exemplo das envolvidas na sintese de lignina.
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CAPITULO 2

Qualidade fisioldgica de sementes de soja com diferentes teores de lignina e
analise ultraestrutural do desenvolvimento do tegumento das sementes por

meio de microscopia de varredura

RESUMO

A cultura da soja tem destaque no cenario econémico do pais, colocando
o Brasil como segundo maior produtor ¢ maior exportador mundial de graos.
Para atender a demanda crescente ¢ necessario a producdo de sementes com alta
qualidade fisioldgica. Sabe-se que a qualidade fisioldgica de sementes de soja
pode estar relacionada ao teor de lignina presente no tegumento das sementes.
No presente trabalho objetivou-se avaliar a qualidade fisiologica de sementes de
soja com diferentes teores de lignina assim como analisar a espessura de lignina
presente nas camadas da testa do tegumento. As sementes foram multiplicadas
na safra 2008/2009 sob sistema de plantio direto na area experimental do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. As sementes
foram submetidas aos testes de germinacgdo, envelhecimento acelerado e
condutividade elétrica. Foi feita a correlagdo fenotipica entre o teor de lignina
presente no tegumento das sementes ¢ as varidveis utilizadas para avaliagdo da
qualidade fisiologica. A andlise ultraestrutural do tegumento foi realizada por
meio de microscopia eletronica de varredura. O tegumento de sementes de soja
formado pela epiderme, hipoderme e o parénquima lacunoso se encontra
formado e definido a partir do estaddio R5 de desenvolvimento. H4 indicios de
relagdo entre a espessura das camadas paligadicas ¢ em ampulheta e o vigor de
sementes avaliado pelo teste de condutividade elétrica.

Palavras-chave: Qualidade fisiologica. Microscopia. Sementes. Soja.
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ABSTRACT

Soybean cultivation stands out in the economic scenario of the country,
putting Brazil as the second greatest producer and the greatest exporter of grains
of the world. To meet the growing demand, the production of seeds of high
physiological quality is necessary. It is known that the physiological quality of
soybean seeds may be related to the lignin content present in the tegument of
seeds. In the present work, evaluating the physiological quality of soybean seeds
with different lignin contents as well as to study the thickness of the lignin
present in the testa layer of the tegument was aimed. The seeds were multiplied
in the 2008/2009 crop under the no-tillage system in the experimental area of the
Agricultural Department of the Federal University of Lavras. The seeds were
submitted to the tests of germination, accelerated ageing and electric
conductivity. The phenotypic correlation between the lignin content present in
the seeds’ tegument and the variables utilized for evaluation of the physiological
quality was done. The ultrastructural analysis of the tegument was performed by
means of scanning electron microscopy. The tegument of the soybean seeds
made up of the epidermis, hypodermis e spongy parenchyma is already formed
and definite from R5 development stage on. There are clues of relationship
between the thickness of the palisade and hourglass layers and the vigor of seeds
evaluated by the electric conductivity test.

Keywords: Physiological quality. Microscopy. Seeds. Soybean.
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1 INTRODUCAO

Na cultura da soja a incorporacdo de tecnologias desenvolvidas
relacionadas & melhoria do complexo ambiental ¢ do potencial genético das
cultivares ¢ eminente. Isso reflete no aumento expressivo da produtividade
média desta cultura no pais, que na safa 1976/1977 era de 1748 kg.ha e que na
atual safra 2009/2010, supera os 2800 kg.ha (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2010).

Para que sejam atendidas as demandas crescentes de producdo, ¢
indispensavel a utilizacdo de sementes com alto potencial fisioldgico, além dos
atributos fisicos, genéticos e sanitarios. Para isso, ¢ imprescindivel conhecer e
controlar os fatores que interferem na qualidade de sementes de soja.

Em algumas pesquisas tem sido relatada a correlagdo positiva entre a
qualidade das sementes de soja e o teor de lignina presente no tegumento das
mesmas, o que desperta o interesse, por parte dos melhoristas, em se utilizar nos
programas de melhoramento gendtipos de soja com certa rigidez na camada da
testa. Essa caracteristica apresenta como vantagens a prote¢do contra danos
mecénicos, assim como ataques de patogenos, redugdo das flutuagdes de
umidade, controle da velocidade de hidratacdo da semente, maior resisténcia a
deterioracdo no campo e maior potencial de armazenamento.

O tegumento das sementes ¢ originado dos integumentos do 6vulo, onde
a primina da origem a testa e a secundina origina o tegma. No entanto, ainda ndo
esta esclarecido a relagdo entre o teor de lignina e a espessura da testa,
considerada caracteristica fisica uniforme em sementes de uma mesma cultivar e
que tem controle genético.

Nesse sentido, objetivou-se neste trabalho avaliar a qualidade fisiologica
de sementes de soja com diferentes teores de lignina e o desenvolvimento do

tegumento por meio de microscopia de varredura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das sementes

O trabalho foi realizado na area experimental e no Laboratorio Central
de Analise de Sementes do Departamento de Agricultura e no Laboratério de
Microscopia Eletronica do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras. Sementes das cultivares BRS Silvania RR, BRS Valiosa RR,
BRS Celeste, BRS 133, Doko e Savana foram produzidas em area com solo
classificado como Latossolo Roxo distroférrico realizando-se a semeadura em
sistema de plantio direto.

A cidade de Lavras encontra-se na regido sul do estado de Minas Gerais
que segundo classificacdo de Koppen apresenta clima tipo Cwa (OMETO,
1981).Esta situada a uma altitute de 918m, a 21°14 de latitude sul e 45°00 de
longitude oeste.

As cultivares utilizadas com diferentes teores de lignina no tegumento

das sementes foram cedidas pela Embrapa Soja (Tabela 1).

Tabela 1 Cultivares de soja com diferentes teores de lignina no tegumento
utilizadas em ensaio de producdo de sementes, safra 2008/2009

— o — o
Cultivares (Igiig)li fog Ciclo Cultivares szﬁéni gr? Ciclo
BRS 133 0,16 Semiprecoce BRS 0,40 Semitardio
Silvania RR
BRS 0,20 Médio BRS 0,30 Médio
Celeste Valiosa RR
Savana 0,22 Tardio Doko 0,35 Tardio

De acordo com a analise de solo foi feita a adubagdo de semeadura
conforme recomendagdes de Ribeiro, Guimardes e Vicente (1999). No

tratamento das sementes foi utilizado o fungicida Vitavax Thiram 200 SC na
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dosagem de 250 ml/100kg de sementes. Em seguida as sementes foram
inoculadas com produto comercial turfoso, objetivando garantir uma populagio
minima de 1200000 bactérias/semente.

A multiplica¢do das sementes foi realizada no delineamento em blocos
casualizados com trés repeticdes. As unidades experimentais constaram de 4
linhas de 5m cada, sendo consideradas apenas as 2 linhas centrais como area
util. O desbaste foi realizado mantendo-se uma populagdo de 16 plantas por
metro linear.

A colheita manual foi realizada quando as plantas se encontravam nos
estadios R7 e R8 segundo Fehr e Caviness (1977). A secagem foi feita & sombra
até as sementes atingirem 13% de grau de umidade.

As sementes foram classificadas em peneiras de crivo circular 5,55mm e
6,35 mm para uniformiza¢ao do tamanho das sementes para posterior realizagdo

das avaliagoes.

2.2 Testes de germinacao e vigor

Para a realizagdo dos testes de germinagdo e envelhecimento acelerado
as sementes foram tratadas com fungicida Vitavax Thiram 200SC na dosagem
de 250ml/kg de sementes.Utilizou-se em ambos os testes 300 sementes por
cultivar. No teste de germinagdo as sementes foram semeadas entre papel tipo
Germitest umedecido com agua destilada na propor¢do de 2,5 vezes o peso do
papel, visando umedecimento adequado e uniformizacao do teste. As sementes
permaneceram no germinador regulado para 25+1°C. As avaliagdes foram
realizadas aos cinco dias (primeira contagem) e oito dias (contagem final),
computando-se a porcentagem de plantulas normais, segundo os critérios

estabelecidos nas Regras para Analise de sementes (BRASIL, 1992).
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Ja para o teste de envelhecimento acelerado, o método utilizado foi o de
mini cdmaras do tipo “gerbox”, em que 42g de sementes foram distribuidas
sobre uma tela suspensa no interior da caixa contendo 40 mL de 4agua e
submetidas a temperatura de 42°C durante 72 horas. Em seguida, foi realizado o
teste de germinagdo segundo Vieira e Carvalho (1994) com 6 repetigdes de 50
sementes para cada cultivar.

Para a realizacdo do teste de condutividade elétrica foram utilizadas
quatro amostras de 50 sementes, para cada cultivar, aparentemente intactas e
pesadas. Em seguida, foram colocadas em copos de plasticos (capacidade de 200
ml) contendo 75 mL de agua deionizada durante 24 horas a temperatura de
25°C. Por meio de um condutivimetro de massa, marca DIGIMED, modelo CD
21A, foi efetuada a leitura da condutividade da solugdo de embebicdo das
sementes de cada cultivar e os resultados expressos em pS/cm/g de sementes
(VIEIRA ; CARVALHO, 1994).

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sisvar
(FERREIRA, 2003) e os dados foram submetidos ao teste F e quando
significativos empregou-se o teste de Scott-Knott (1974) para comparacdo das

médias.

2.3 Determinacao do teor de lignina no tegumento

Os tegumentos das diferentes cultivares foram removidos e macerados
em cadinho usando-se nitrogénio liquido. As amostras foram lavadas 2 vezes
com 1,5 mL de triton e centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 min, descartando-se o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1,5 mL de agua destilada e
novamente centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min, descartando-se o
sobrenadante. Em seguida, foram secadas por 8 h em liofilizador (Integrated

SpeedVac System modelo L 101, marca Liobras). Deste material liofilizado, 30
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mg foram pesados e armazenados em dessecador para posterior analise de
lignina.

Um volume de 1,5 mL de metanol 80% foi adicionado aos 30 mg de
tegumento, agitado por 15 horas em agitador rotativo em temperatura ambiente e
centrifugado a 12.000 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo
foi secado a 65 °C, por 4 h. O residuo seco insoluvel em metanol, contendo
lignina e &cidos fendlicos esterificados da parede celular, foi utilizado para
determinacdo de lignina, de acordo com metodologia de Barber e Ride (1988),
com algumas modificagdes. Para tanto, um volume de 1,5 mL de solugdo
contento acido tioglicolico e HCI 2M (propor¢do de 1:10) foi adicionado ao
residuo. Os microtubos foram agitados suavemente para a hidratacdo do residuo
e entdo colocados em banho-maria a 100°C, por 4 h. Ap6s, os microtubos foram
colocados em gelo para resfriar rapidamente por 10 min e entdo centrifugados a
10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 1,5 mL de 4gua destilada e deionizada e novamente centrifugado a 10.000
rpm, por 10 min. Logo apos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M, sendo a mistura agitada em agitador
rotativo, por 15 h, em temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 10.000
rpm, por 10 min e o sobrenadante foi transferido para novo microtubo, no qual
foram adicionados 200 pL de HCI concentrado e mantido em camara fria (4 °C),
por 4 h, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. A
seguir, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm, por 10 min, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M. A
absorbancia desta solucdo foi determinada a 280 nm ¢ os valores calculados com
base na curva de lignina, sendo expresso em mg de lignina por grama de tecido
seco. A analise do teor de lignina foi realizada em delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeti¢oes e as médias foram comparadas

pelo teste de Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade.
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A estimativa da correlagdo fenotipica entre o teor de lignina e os
parametros utilizados para a avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes foi
determinada entre os caracteres dois a dois, pela expressdo proposta por

Falconer e Mackay (1996):

COVx
F(xy) = 2L

em que:

r(xy): correlagdo fenotipica entre os caracteres x e'y.
COV|x, y]: estimativa da covariancia fenotipica entre os caracteres x e y.

o’x e %y : variancia fenotipica entre os caracteres ; e , obtidas a partir

das analises de variancia estrutural.

2.4 Andlise do tegumento de sementes de soja por meio de microscopia

eletrénica de varredura (MEV)

Os tegumentos foram retirados de sementes nos estadios de
desenvolvimento R4, R5, R6 e R7 e cortados em nitogénio liquido.

Os tegumentos foram colocados em fixador primario Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, Formaldeido 2,5 % em tampao Cacodilato de
sodio 0,05 M pH 7,2 e CaCl, 0,001 M), onde permaneceram por 48 horas. Para a
avaliagdo da espessura das camadas das células palicadicas e das células em
ampulheta, os tegumentos foram colocados em glicerol por 30 minutos e depois
cortados transversalmente com bisturi em nitrogénio liquido para subseqiiente
série de trés lavagens de 10 min em tampao Cacodilato de s6dio 0,05 M e
posterior fixacdo secundaria em tetroxido de 6smio 1% (3 gotas/amostra) em
tampao Cacodilato 0,05 M pH 7,2, por 1 hora. Apos a segunda fixacdo, os

tegumentos foram lavados em agua destilada por trés vezes e submetidos a
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desidratagdo em série de acetona. O tempo de exposicdo dos tegumentos as
solugdes foi de 10 minutos para cada concentragdo de acetona, em ordem
crescente de concentracdo (25%, 50%, 75%, 90% e 100%). Uma vez
desidratado, o material foi submetido a secagem ao ponto critico no secador
CPD 030 e posterior banho de ouro no evaporador SCD 050. A visualizagdo das
amostras para determinacdo da espessura das camadas das células palicadicas e
das células em ampulheta foi feita em microscopio eletronico de varredura LEO
Evo 40 (ALVES, 2004).

Para a analise da espessura das camadas das células paligadicas e das
células em ampulheta empregou-se o delineamento inteiramente casualizado
com 10 repeticdes e as médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott
(1974) a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados da analise de variancia houve diferenca significativa
entre as cultivares para a qualidade fisioldgica das sementes de soja, avaliada
por meio de testes de germinagdo e de vigor. Menores valores de germinacao
foram observados em sementes das cultivares Savana, BRS Valiosa RR ¢ BRS
Silvania RR e maiores valores naquelas das cultivares BRS Celeste, Doko e
BRS 133.

Ja no teste de envelhecimento acelerado menor vigor foi observado em
sementes da cultivar Doko, em relagdo as demais cultivares avaliadas. Tanto no
teste de germinacdo quanto no de envelhecimento acelerado foram observados
baixos valores de coeficiente de variagdo, o que pode explicar a significancia
estatistica de valores muito proximos. Os valores de plantulas normais
observados nos testes de germinagdo e vigor foram iguais ou superiores a 96%.
No teste de envelhecimento acelerado as sementes sdo expostas as condi¢des de
elevada temperatura e umidade relativa, condi¢do diferente do teste de
germinacdo no qual as sementes sdo germinadas sob condi¢des favoraveis a
espécie. Ressalta-se que durante o desenvolvimento e na pré-colheita das
sementes as condigdes climaticas foram favoraveis, o que explica a alta
qualidade fisiologica das sementes.

Em vérias pesquisas tem sido relatado que a incidéncia de chuvas e altas
temperaturas afetam a qualidade fisiologica das mesmas, durante o processo de
maturagdo e pré-colheita. Portanto, sob condigdes desfavoraveis de temperatura
e umidade relativa durante o processo de producdo de sementes a selecdo de
cultivares com alta qualidade fisiolégica é mais segura. Pelo teste de
Condutividade Elétrica maiores valores de vigor foram observados em sementes

das cultivares BRS Valiosa RR, BRS Celeste e Doko.
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De acordo com Vieira e Krzyzanowski (1999), os valores padrdes de
condutividade a serem considerados devem ser de 70-80uS.cm-! indicando de
alta para média qualidade de sementes de soja. Os valores de condutividade
elétrica encontrados neste trabalho foram bem inferiores ao padrio referido
evidenciando o bom desempenho das cultivares, o que também pode ser
explicado pelas condi¢des favordveis durante o processo de producdo das
sementes.

Em valores absolutos menor valor de condutividade foi observada em
sementes da cultivar Doko. Essa cultivar tem sido classificada em programas de
melhoramento de soja com alta qualidade fisiologica de sementes (KASTER et
al., 1989). Sementes dessa cultivar apresentam teor de lignina médio de 0,35%,

valor considerado alto.

Tabela 1 Avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes das seis cultivares
estudadas: teste de germinagdo (TG), condutividade elétrica (CE),
envelhecimento acelerado (EA)

Cultivar TG(%) EA(%) CE(uS cm-!'g-!)
Savana 96.0b 99,0 a 46,01b
BRS Valiosa RR 96.0b 99,0 a 38,2a
BRS Silvania RR 97.0b 99,0 a 494 b
BRS Celeste 99.0 a 99,0 a 379 a
Doko 99.0a 96,0 b 37,3a
BRS 133 99.0 a 99,0 a 46,4 b
CV(%) 1,99 1.52 10.97

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

Em alguns trabalhos tem sido relacionada a alta qualidade fisioldgica
das sementes de soja com o alto teor de lignina presente no tegumento
(PANOBIANCO et al., 1999). Na presente pesquisa foi avaliada a correlagdo
fenotipica entre o teor de lignina e os parametros adotados para a avaliagdo da
qualidade das sementes. Houve correlacdo baixa e negativa entre o teor de

lignina e a germinagdo das sementes (-0,35). Para os demais testes essa
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correlagdo ndo foi significativa. Assim ndo houve correlagdo entre o teor de
lignina e a qualidade fisiologica das sementes. No entanto foi observado por
Menezes et al. (2009) correlagdes positivas entre o teor de lignina e a
germinagdo das sementes.

Além do teor de lignina, a espessura do tegumento, caracterizada pelas
espessuras das camadas de células paligadicas e células em ampulheta, também
podem estar associadas a qualidade fisiologica das sementes. Os dados de
espessura das camadas em ampulheta e paligddica do tegumento das sementes

estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 Teor de lignina (L) e espessura das camadas de células palicadicas
(CP), células em ampulheta (CA) e do conjunto de células paligadicas
e em ampulhetas (CPA) das sementes de soja no estadio R7 obtidos
em microscopia eletronica de varredura. UFLA, Lavras — MG, 2010

Cultivares L (g%) CP CA CPA
BRS Silvania 0,40 a 46,86 b 32,34 ¢ 79,10 ¢
BRS Valiosa 0,30 a 47,03b 51,12b 98,40 b
BRS Celeste 0,22b 44.85b 39,89 ¢ 84,70 ¢

BRS 133 0,16 b 45400 46,89 b 92,40 b

Savana 0,20b 49,63 a 59,51 a 109,10 a
Doko 0,35a 51,10 a 70,22 a 121,40 a
CV % 10,11 6,79 29,92 15,76

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade

Maiores espessuras das camadas de células palicadicas e em ampulheta e
do conjunto de ambas foram observadas em tegumentos de sementes das
cultivares Savana e Doko. Por meio das analises ultraestruturais obtidas por
microscopia de luz, foi observado que a lignina ¢ depositada nessas duas
camadas (MENEZES et al., 2009).

Comparando-se os resultados observados no teste de condutividade
elétrica em sementes da cultivar Doko com os dados de teor de lignina e da

espessura das camadas paligadica e em ampulheta, onde a lignina esta presente,
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parece existir relacdo entre os dados de condutividade elétrica, com menor
lixiviacdo de exsudatos, e o0 maior espessamento das camadas do tegumento.

Posteriormente para a cultivar BRS Silvania RR, foi observado alto
valor de condutividade elétrica e menores valores de espessura das camadas em
ampulheta e do conjunto de células paligddicas e em ampulheta. Assim infere-se
que a restri¢cdo a absorc¢ao de agua pode estar associada a espessura das camadas
em referéncia. Mediante trabalho para a avaliacdo da relagdo entre a velocidade
de hidratagdo e a espessura ¢ o teor de lignina do tegumento de sementes de soja,
Cavariani et al. (2009) verificaram que a espessura do parénquima lacunoso
relacionou-se significativamente com a velocidade de hidratacao das sementes.

Segundo Silva (2003), o parénquima lacunoso possui de 6 a 8 camadas
de células e no processo de absorcao, a agua teria que percorrer uma distancia
maior devido a essa camada mais espessa de células.

Por meio das analises ultraestruturais as quais foram realizadas nos
estadios R4, RS, R6, e R7 de desenvolvimento das sementes, observou-se que as
camadas que compdem o tegumento das sementes de soja comecam a ser
formadas no estadio R4. Segundo Esat (1976) o tegumento da soja é composto
por trés camadas, a epiderme, a hipoderme e o parénquima lacunoso sendo que
no estadio R4 as camadas da epiderme e o parénquima lacunoso ja se encontram
mais definidos (Figura 1) do que a camada da hipoderme.

A partir do estadio R5 as trés camadas do tegumento se encontram
completamente bem formadas e definidas (Figura 2) ndo sofrendo alteragdes no
estadio R6 e R7 (Figuras 3 e 4). Comparando-se os tegumentos nos estadios RS
e R6 constata-se que tanto as camadas paligaddicas como as camadas de células
em ampulheta sofrem uma diminui¢do na espessura (Tabela 3 e 4). Segundo
Mertz et al. (2009) esse fato pode ser atribuido a compressao dessas camadas

provocadas pelo crescimento dos cotilédones.
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No estadio R7, em ambas as camadas foram observados novamente
aumento na espessura, possivelmente pela dimimui¢do do teor de 4gua das

sementes, permitindo a descompressao das camadas do tegumento.

Tabela 3 Espessura (um) das camadas palicadicas dos estadios R5, R6 ¢ R7

Cultivares RS R6 R7
BRS Silvania RR 48,47 a 40,83 b 46,86 a
BRS Valiosa RR 46,11 a 41,21b 47,03 a

BRS Celeste 46,96 a 41,78 b 44,85 a
BRS 133 44,16 a 40,54 b 45,40 a
Savana 47,89 a 4095 a 49,63 a
Doko 48,77 a 43,69 b 51,10 a

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade

Tabela 4 Espessura (um) das camadas em ampulheta dos estadios R5, R6 e R7

Cultivares R5 R6 R7
BRS Silvania RR 3542 a 2791b 3234a
BRS Valiosa RR 41,62 a 35,02b 51,12 a

BRS Celeste 43,58 a 28,52 b 39,89 a
BRS 133 42,13 a 37,55b 46,89 a
Savana 55,86 a 48,84 b 59,51 a
Doko 65,47 a 34490 70,22 a

Meédias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade
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10 pm*

Figura 1 Tegumento de semente de soja no estadio R4, obtida por Microscopia
eletronica de varredura. a: camada de células paligadicas; b:
parénquima lacunoso

Figura 2 Tegumento de semente de soja no estadio RS, obtida por Microscopia
eletronica de varredura. . a: camada de células pali¢adicas; b: camada
de células em ampulheta e c: parénquima lacunoso
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Figura 3 Tegumento de semente de soja no estadio R6, obtida por Microscopia
eletronica de varredura. . a: camada de células paligadicas; b: camada
de células em ampulheta e c: parénquima lacunoso

Figura 4 Tegumento de semente de soja no estadio R7, obtida por Microscopia
eletronica de varredura. a: camada de células paligadicas; b: camada de
células em ampulheta e c¢: parénquima lacunoso
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4 CONCLUSOES

O tegumento de sementes de soja formado pela epiderme, hipoderme e o
parénquima lacunoso se encontra formado e definido a partir do estadio R5.

Ha indicios de relacdo entre a espessura das camadas de células
palicddicas e em ampulheta e o vigor de sementes avaliado pelo teste de

condutividade elétrica.
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CAPITULO 3

Expressdo quantitativa relativa (QPCR) de genes envolvidos na via de
biossintese de lignina durante o desenvolvimento de sementes de soja

RESUMO

Na literatura sdo escassos os trabalhos relacionados a expressdo génica
de lignina em sementes. O estudo da expressdo génica em plantas tem-se
mostrado fundamental, possibilitando o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos em processos biologicos importantes como a
identificagdo de vias bioquimicas ou de sinalizacdo chave, os quais poderdo ser
usados ou manipulados em programas de melhoramento vislumbrando a
producdo de sementes de soja com alta qualidade. No presente trabalho foi
realizado o estudo da expressio dos genes phenylalanine ammonia-
lyase(PAL),cinamato-4Hidroxilase (C4H), 4 hidroxicinamato 3-hidroxilase
(C3H) e cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), envolvidos na biossintese de
lignina durante o desenvolvimento de sementes de soja.Foi utilizado como
controle endogeno o gene ELFB, em duas repeti¢cdes bioldgicas e em triplicatas
para cada tratamento.Foram analisados a expressdo quantitativa relativa destes
genes durante os estadios R4, R5, R6 e R7 de desenvolvimento. Para o estudo da
expressdo génica foi utilizada a técnica de PCR em tempo real (qQPCR). As
analises foram feitas em equipamento ABI PRISM 7500 usando o método do Ct
comparativo ¢ o SYBR Green para detec¢do da amplificagdo. Como calibrador
foi escolhido a amostra de sementes no estadio R4. Ocorre maior expressdo dos
genes C4H e PAL em sementes de soja nos estadios R5 e R6 de
desenvolvimento. O gene CAD se expressa nas fases finais de desenvolvimento
das sementes de soja. Em sementes de cultivares de soja com baixos teores de
lignina ha maior expressao do gene PAL no estadio R7 de desenvolvimento.

Palavras-chave: Expressao génica. PCR em tempo real. Lignina. Sementes. Soja.
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ABSTRACT

In the literature are scarce the works related to the gene expression of
lignin in seeds. The study of the gene expression in plants has proved
fundamental, making the understanding of the molecular mechanisms involved
in important biological processes such as the identification of biochemical
pathways or of key signaling, which will be able to be used or manipulated in
improvement programs intending the production of high-quality soybean seeds
possible. In the present work, the study of the expression of genes phenylalanine
ammonia-lyase(PAL),cinnamate-4Hydroxilase (C4H), 4 hydroxicinnamate 3-
hydroxilase (C3H) e cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), involved in the
lignin biosynthesis during the development of soybean seeds was conducted. As
the endogenous control, gene ELFB was used in two biological replications and
in triplicates for each treatment. The relative quantitative expression of these
genes during R4, R5, R6 and R7 development stages was analyzed. For the gene
expression study, the real time PCR technique (qQPCR) was used. The analyses
were done in ABI PRISM 7500 equipment using the comparative Ct method and
the SYBR Green for detection of amplification. As a calibrator the seed samples
at R4stage was chosen. Increased expression of C4H and PAL genes occurs in
soybean seeds at development R5 and Ré6stages. CAD Gene expresses itself at
the final development phases of soybean seeds. In low lignin soybean cultivars,
there is higher expression of PAL gene at development stage.

Keywords: Gene expression. Real time. Lignin. Seeds. Soybean.
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1 INTRODUCAO

A variabilidade genética entre gendtipos de soja para a caracteristica de
qualidade fisiolégica de sementes tem sido explorada em programas de
melhoramento genético.

Dentre os fatores que interferem na qualidade, caracteristicas do
tegumento, principalmente relacionado ao acimulo de lignina, tém sido
exploradas.

Tem-se buscado em programas de melhoramento voltados a produgdo de
sementes de soja com alta qualidade, genétipos com alto teor de lignina por
apresentarem maior resisténcia ao impacto mecédnico e impermeabilidade do
tegumento (ALVAREZ et al., 1997). O tegumento desempenha um papel vital
no ciclo de vida das plantas, controlando o desenvolvimento do embrido e a
determinacdo da dorméncia das sementes e germinagao

O conhecimento em nivel molecular de caracteristicas relacionadas a
qualidade de sementes de soja pode possibilitar avangos em processos de selecdo
nos programas de melhoramento e desenvolvimento de cultivares com alta
qualidade.

O estudo da expressdo génica em plantas inclui a quantificagdo de
RNAm sendo expresso sob diferentes condigdes, como estresses por
temperatura, diferentes estddios de desenvolvimento, diferentes células ou
tecidos. Uma das técnicas utilizadas para estudos de expressdo génica ¢ a PCR
em tempo real (QPCR). No RT-qPCR a quantificagdo de RNAm ¢ acompanhada
pelos métodos de anélises absoluta ou relativa. O método de quantificacdo
relativa tem sido usado mais freqiientemente e fornece comparagdes precisas
entre diferentes tratamentos em relag@o a expressdo génica.

Dentro desse contexto, objetivou-se estudar a expressdo quantitativa

relativa dos genes phenylalanine ammonia-lyase (PAL), Cinamato-4Hidroxilase
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(C4H), 4 Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H) e cinamil alcool desidrogenase
(CAD) envolvidos na via metabdlica da lignina, durante o desenvolvimento de

sementes de soja com diferentes teores de lignina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das sementes

O trabalho foi realizado na area experimental e no Laboratorio Central
de Andlises de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras. Sementes das cultivares com alto teor de lignina BRS
Silvania RR, Doko e com baixo teor de lignina, BRS Celeste ¢ BRS 133 foram
produzidas em éarea com solo classificado como Latossolo Roxo distroférrico
realizando-se a semeadura sob o sistema de plantio direto.

As sementes foram tratadas com o fungicida Vitavax-Thiran 200 SC na
dosagem de 250 ml/100 Kg de sementes para o plantio. Em seguida as sementes
foram inoculadas com produto comercial turfoso, objetivando garantir uma
populacao minima de 1200000 bactérias/semente.

A adubagao foi realizada mediante analise de fertilidade do solo,
conforme recomendacdes de Ribeiro, Guimardes e Vicente (1999). A
multiplicacdo das sementes foi realizada em delineamento de blocos
casualizados com trés repeticdes. As unidades experimentais constavam de 4
linhas de 5m cada, sendo consideradas apenas as 2 linhas centrais como area
util. O desbaste foi realizado mantendo-se uma populagdo de 16 plantas por
metro linear.

Para a realizagdo do estudo da expressdo génica foram colhidas as
sementes nos estadios de desenvolvimento: R4(final da formagdo da vagem),
R5(inicio do desenvolvimento da semente), R6(enchimento do grao) e R7(ponto
de maturidade fisiologica) (FHER; CAVINESS, 1977). As sementes foram

armazenadas a -80°C até a realizacdo das analises.
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Antes do inicio da manipulagdo dos tecidos para a extracdo do RNA,
todos os materiais e solu¢des foram tratados com DEPC 0,1% para inibi¢do das

RNase’s, enzimas que degradam o RNA.

2.2 Extragdo do RNA

Para a extragdo do RNA total sementes em cada estadio de
desenvolvimento foram maceradas em nitrogénio liquido usando cadinho e
pistilo. O reagente usado foi o PureLink Plant RNA (INVITROGEN) segundo
recomendagdes do fabricante com algumas modificacdes.

Para 0,1 g de tecido da semente, colocado em um microtubo de 2,0 ml,
foram adicionados 500 uL. de PureLink Plant RNA e agitado em vortex por 20
seg. ¢ mantido em repouso na posi¢cdo horizontal por 5 min., para melhor
homogeiniza¢do do material. Em seguida o material foi centrifugado a 14.000 xg
a 4°C durante 15 min. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi transferido para
novo microtubo adicionando-se 300 pL de cloroféormio, 100 pL de cloreto de
potassio (5M) seguido de agitagdo. Novamente foi realizado a centrifugagdo a
14.000 xg a 4 °C durante 10 min. O sobrenadante foi transferido para novo
microtubo adicionando-se o mesmo volume de alcool isopropilico € o microtubo
foi mantido em repouso durante 10 min. Posteriormente o material foi
centrifugado a 14.000 xg a 4 °C por 10 min. Em seguida foi descartado o
sobrenadante e adicionou-se 1 ml de etanol 70% centrifugando a 14.000 xg em
temperatura ambiente durante 1 min. O sobrenadante foi removido e o pellet
secado por 10 min, o qual foi ressuspendido em 20 pL de 4gua com DEPC 0,1%
e armazenado a -80°C.

A quantificagdio do RNA total extraido foi feita no equipamento

Nanovue Plus medindo-se a absorbancia a 260 e 280nm, observando a razdo de
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comprimento de onda 260/280 cujos valores se encontraram na faixa de 1,8 a
2,1, o que indica extragdo de alta qualidade.

A integridade do RNA também foi analisada por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) contendo tampao TBE 1x e corado com solu¢do de brometo de

etideo. A corrida aconteceu a 90V durante 30 min.

2.3 Tratamento com DNase e sintese do cDNA

Para evitar possiveis contaminagdes das amostras com DNA gendémico
realizou-se o tratamento com DNase I (Ambion) de acordo com recomendagdes
do fabricante. A sintese do cDNA a partir do RNA total foi realizada usando-se
o kit Hight-Capacity cDNA ReverseTranscription (Applied Biosytems).
Inicialmente, o RNA foi preparado a uma concentragdo de 1 pg em um volume
final de 10 pL. Em seguida foi preparado um mix contendo 2 uLL do tampao 10x
da enzima, 0,8 pL do mix 25X dNTP, 2uL do primer RT Random Primer 10X,
1 uL de MultScribe Reverse Transcriptase ¢ dgua para um volume final de 10
pL.

Para cada solugdo preparada de 10 uL de RNA a 1 pg, foram
acrescentados 10 pL. desse mix. Apos a sintese do cDNA, a reagdo de PCR
convencional foi realizada para verificar a integridade deste em gel de agarose
1,5%.

Os primers utilizados foram desenhados por meio do programa Primer
Express 3 (Applied Biosystems) e estdo apresentados na Tabela 1. Os genes
actina, CYP2 e ELFB foram escolhidos como controles enddgenos por

apresentarem expressao constitutiva.
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Tabela 1 Primers utilizados na andlise de qRT-PCR

Gene Sequéncia do Primer

B actina F 5" TCCAAGGGGACCTAACGGAGA 3’

B actina R 5" TGGGTCAAGAGCTGGATGGTG 3’
CYP2F 5’ CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA 3’
CYP2R 5’ CCCCTCCACTACAAAGGCTCG 3°
ELFBF 5" GTTGAAAAGCCA GGGGACA 3’
ELFB R 5’ TCTTACCCCTTGA GCGTGG 3’

C3HF 5" TCCTGACTATTATTTCCGCATCAC 3’
C3HR 5’ TTATCACACATGCGCTTGAATTT 3’
CADF 5’ TGTTGCTGCAGTTGCGTACA 3’
CADR 5" CGGAAAACCAAGTCTCATCAACTA 3’
PALF 5" AACAACGGCACTGACAGTTACG 3’
PALR 5 GAGCACCACCCTGTTTGGTT 3°

C4HF 5 CGCACAAGGCGTAGAATTTG 3’
C4HR 5’ CCATTCCCCGTGAAGATATCA 3’

(F) sequéncia do primer foward. (R) sequéncia do primer reverse

2.4 Quantificacdo relativa

Para a quantificacdo da expressao génica pela técnica de PCR em tempo
real, os valores obtidos correspondentes aos niveis de mRNA’s das amostras
foram comparados relativamente aos valores dos niveis de mRNA’s de controle.
Ap0s a obtencdo dos dados brutos, estes foram analisados por meio do programa
7500 Software SDS (Versdo 2.0.1). Para calcular o nivel de expressao dos genes
de interesse foram considerados: Ct (aumento exponencial do produto de PCR)
do gene alvo e controle endogeno, ACt = Ct (amostra) — Ct (controle enddgeno)
e o0 AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). Em seguida o nivel de expressdo
foi calculado pela formula: RQ = 22", Por meio do programa calculou-se os
valores de ACt, AACt, e 2**“". Para o calculo do AACt ser valido, as eficiéncias
de amplificacdo do gene alvo e do gene endogeno devem ser aproximadamente
iguais. O calibrador utilizado para as andalises foram amostras de sementes no

estadio de desenvolvimento R4.
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Para o calculo do ACt foi obtido o Ct que ¢ o ciclo definido como
treshold, ou seja onde a fluorescéncia ¢ detectavel e ¢ inversamente proporcional
ao logaritmo do numero inicial de copias (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998).

Para determinar a concentracdo ideal de uma reacdo de PCR, foi
construida uma curva de eficiéncia com diferentes concentragdes de cDNA (1x,
10x, 100x. 1000x, 10000x) para todos os pares de primers utilizados.

Pela curva de eficiéncia foi determinado o valor da inclinagdo da reta
(slope) e a partir deste valor calculou-se a eficiéncia de amplificagdo na reagéo
de acordo com a férmula: E =[10(-1/slope)]-1. Ressalta-se que a eficiéncia tanto
do gene alvo quanto do controle endégeno devem ser similares e bem proximo
de 100% (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998).

Apo6s definir a diluicdo 10x as reagdes de qRT-PCR foram realizadas
pelo método do CT comparativo e preparadas em triplicatas para cada uma das
duas repeti¢des bioldgicas. Dos trés controles endoégenos avaliados optou-se pelo
uso do EFLB por se mostrar mais estavel.

A reagdo foi realizada a 50°C por 2 min e seguida por 95 °C por 10
minutos. A ciclagem foi em 40 ciclos com temperaturas de desnaturagdo de 95
°C por 15 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por
30 segundos.Apos ter sido realizadas as devidas padronizagdes, as reagdes de
amplificagdo foram conduzidas em um volume final da reacdo de 20 pL
contendo: 10 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2 uL.
de cDNA, 0,4 pL de cada um dos primers foward e reverse e 7,2 pL de agua
ultrapura autoclavada. Todas as rea¢des foram realizadas no equipamento ABI
PRISM 7500 Real Time PCR (Apllied Biosystems).

Apds a amplificagdo por PCR em tempo real, cada produto da
amplificagdo foi analisado por uma curva de dissociacdo certificando que, para
cada gene e tratamento, o produto amplificado ndo apresentou bandas

inespecificas e/ou formagao de dimeros de primer.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da extragdo utilizando o reagente PureLink Plant RNA
(Invitrogen) foram observados RNA’s totais com alta qualidade, integros e livres
de impurezas (Figura 1). A visualizacdo da viabilidade do cDNA construido a

partir da amplificacdo do gene constitutivo pode ser observado (Figura 2 ).

Figura 1 Eletroforese de RNA em gel de agarose 1,5%

- e e N e S S e e e e

Figura 2 A Sintese do cDNA

Pela Figura 2 pode ser observado, pela curva de dissociagdo, que apds a
amplificagcdo por meio da técnica de PCR em tempo real, ndo foram verificadas
bandas inespecificas e/ou formagdo de dimero de primer. A curva de dissocia¢do
foi realizada para cada tratamento. A apresentada no Grafico 1 refere-se ao gene

PAL.
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Grafico 1 Curva de Dissociacdao ou de Melting

Em sementes no estadio de desenvolvimento RS tanto nas sementes
classificadas como de alto e baixo teor de lignina, foi observada maior expressao
do gene C4H. Ressalta-se, no entanto que nas sementes das cultivares BRS
Silvania RR e Doko classificadas como alto teor de lignina, os niveis de
expressdo desse gene foram superiores aos observados nas sementes das
cultivares BRS Celeste ¢ BRS 133 classificadas com baixo teor de lignina.

Também pode ser observada maior expressdo desse gene em sementes
da cultivar BRS Silvania RR (6,5) em relagdo as sementes de Doko (3,75).

Nas cultivares BRS Silvania RR e Doko, com maiores teores de lignina,
em sementes no estddio R6 também ha predominancia de expressdo do gene
C4H, em relagdo aos demais estudados. No entanto, em termos numéricos a
expressdo foi maior na cultivar Doko (2,0) em relagdo a observada em sementes
da cultivar BRS Silvania RR (1,0).

Em sementes da cultivar BRS Celeste, classificada como de baixo teor
de lignina, h4 predominéncia de expressdo desse gene também no estadio R6,
com RQ( quantificagdo relativa) correspondendo a 1,5, valor superior ao

observado em sementes da cultivar BRS Silvania RR. Em sementes da cultivar
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BRS133 (baixo teor de lignina) no estadio R6, também ha expressdo do gene
C4H, RQ=0,8. No entanto, em sementes neste estddio de desenvolvimento ha
maior expressdo do gene PAL (2,25). Ao comparar esse valor ao observado na
expressdo desse gene, nas demais cultivares, ¢ no mesmo estidio de
desenvolvimento R6, verifica-se maior expressdo em sementes da cultivar BRS
133.

Em sementes nos estddios R6 ¢ R7 foi observada maior expressao do
gene PAL nas cultivares com baixos teores de lignina em relagdo a observada
em sementes de cultivares com altos teores de lignina. Segundo Zhao, Davis e
Verpoorte (2005) a expressdo do gene PAL ¢ altamente influenciada pelo
ambiente por estar relacionada a protecdo de plantas. Isso sugere que
possivelmente as sementes dessas cultivares durante o processo de producao
possam ter sofrido algum tipo de estresse bidtico ou abidtico, aumentando a
expressdo deste gene.

Com relagdo ao gene C3H, maior expressao foi observada em sementes
da cultivar BRS 133 nos estadios R5 ¢ R6 de desenvolvimento. Para as demais
cultivares o nivel de expressdo foi baixo em todos os estadios de
desenvolvimento. O 4-Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H) exerce a fungdo de
hidroxilagdo do &cido p-cumadrico, depois do cinamato-4-hidroxilase (C4H)
(DIXON et al., 2001). Segundo Darley et al., (2001) ambos participam das
etapas iniciais no processo de formagdo dos precursores de lignina.

Em todas as cultivares estudadas foi observado a maior expressdo do
gene CAD em sementes no estddio R7 de desenvolvimento, em relagdo a
observada nos estadios RS e R6. No entanto, menor expressao foi observada nos
estadios R5 e R6. O gene CAD esta envolvido na ultima etapa de biossintese dos
monolignois, e por ter alta especificidade é considerada como marcador do

processo de lignificacdo (KIEDROWSKI et al., 1992).
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Assim presumi-se que a expressdo desse gene seja importante nos
estadios finais de desenvolvimento da semente, préximo ao ponto de maturidade
fisiologica das sementes.

De uma maneira geral foi observada maior expressao dos genes C4H e
PAL em sementes nos estadios R5 ¢ R6 de desenvolvimento. Esses genes estio
envolvidos nas etapas iniciais do processo de biossintese de lignina. Tanto a
PAL como a C4H atuam na formag¢do dos precursores da lignina (RAES et al.;
2003).

Deve ser considerado ainda que apesar de os estadios de
desenvolvimento em sementes de soja estarem bem definidos, em uma mesma
planta ha sementes em diferentes estddios de desenvolvimento. Assim no
momento da colheita pode ocorrer a amostragem de sementes com diferentes
niveis de desenvolvimento. Nessa condi¢do pode ocorrer variagdes na expressao
de genes envolvidos na sintese de lignina. Também os genes podem ou nao ser
expressos em funcdo de estresses biodticos e abidticos que podem ocorrer durante

o desenvolvimento de sementes.
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Grafico 2 Perfil da expressdo quantitativa relativa dos genes C3H, C4H, CAD e
PAL durante os estddios de desenvolvimento de sementes de soja.
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Gréfico 3 Perfil da expressdo quantitativa relativa dos genes C3H, C4H, CAD e

PAL durante os estadios de desenvolvimento de sementes de soja.
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Grafico 4 Perfil da expressdo quantitativa relativa dos genes C3H, C4H, CAD e
PAL durante os estadios de desenvolvimento de sementes de soja.
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Grafico 5 Perfil da expressdo quantitativa relativa dos genes C3H, C4H, CAD e
PAL durante os estadios de desenvolvimento de sementes de soja.
Cultivar BRS 133 (baixo teor de lignina)
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4 CONCLUSOES

Ocorre maior expressdo dos genes cinamate-4-hydroxylase (C4H) e
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) em sementes de soja nos estadios R5 ¢ R6
de desenvolvimento.

O gene cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) se expressa nas fases
finais de desenvolvimento das sementes de soja.

Em sementes de cultivares de soja com baixos teores de lignina ha maior
expressao do gene phenylalanine ammonia-lyase (PAL) no estadio R6 e R7 de

desenvolvimento.
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