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RESUMO

PINTO, Marcos de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2012.
Expressao e substituicao alélica dos genes de dessaturases de acidos graxos em
soja. Orientador: Everaldo Goncalves de Barros, Coorientadores: Maurilio Alves
Moreira e Humberto Josué de Oliveira Ramos.

N

A utilizacdo de métodos de melhoramento genético pode levar a obtencdo de
gendtipos de soja com caracteristicas de interesse econdmico e composi¢cdo ideal de
acidos graxos na fracdo Oleo. Para isso, € necessdrio o maior entendimento dos
mecanismos que levam a alteracdo do contetido de 4cidos graxos frente a diferentes
condig¢des de cultivo e a avaliagdo das substituicdes dos alelos dos genes que controlam
essas caracteristicas. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da
temperatura no conteido de 6leo, composi¢ao de dcidos graxos e expressdo génica das
-6 e ®-3 dessaturases em gendtipos contrastantes para o conteido de dcido oléico e
linolénico e avaliar o efeito da substituicdo alélica das m-3-dessaturases de &cidos
graxos insaturados em soja, com base em marcadores SNPs. Para os experimentos do
efeito da temperatura na via de biossintese de 4cidos graxos, foram utilizados os
genoétipos: CD219, variedade comercial com concentragdes normais de dcido oléico
(~19%) e acido linolénico (~8%); A29, com baixa concentracdo de 4cido linolénico
(~1%) e FA22, com elevada concentracdo de 4cido oléico (~50%). O experimento foi
conduzido em duas casas de vegetacdo: 1) com aquecimento, que permitiu a obtencao de
temperaturas médias (maxima e minima) de 32/27°C; ii) sem aquecimento, que permitiu
a obtencdo de temperaturas médias de 26/14°C. As sementes em desenvolvimento
foram subdivididas em dez estddios de acordo com o seu peso imido, tendo o valor de
incremento entre estddios de 50 mg. O conteido de 6leo foi determinado no extrator
soxhlet e composi¢do de dcidos graxos por cromatografia gasosa. Os possiveis genes
das dessaturases foram identificados no banco de dados Phytozome e a partir dessas
sequéncias foram desenhados primers para experimentos de expressdo génica nas
sementes dos 5° e 8° estddios de desenvolvimento. Nao foi observado efeito
significativo da temperatura de cultivo no teor de 6leo bruto em sementes maduras dos

gendtipos CD219, A29 e FA22. Os perfis do actimulo de 4cidos graxos insaturados
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durante a ontogenia das sementes variaram em fung¢do do gendtipo. FA22 apresentou
maior conteido de 4cido oléico e menor contetido de 4cido linolénico em sementes
cultivadas em alta temperatura em todos os estadios de desenvolvimento. Enquanto que
em CD219 esse efeito foi observado apenas nos estddios finais. Quinze genes foram
identificados como potenciais constituintes da familia das dessaturases: 8 referentes as
m-6-dessaturases e 7 referentes as -3-dessaturases. Dentre os genes das -6-
dessaturases Glymal0g42470 e Glyma20g24530 apresentaram maior expressao relativa
em sementes de soja em desenvolvimento. Dentre os genes das m-3-dessaturases genes
Glyma02g39230; Glymal4g37350 e Glymal8g06950 apresentaram os maiores valores
de expressdo relativa em sementes de soja em desenvolvimento. Contrariamente ao
esperado, os genes das -6-dessaturases GlymalOg42470, Glymal5g23200 e
Glyma20g24530 apresentaram maior acimulo de transcritos na maior temperatura
(32/27°C) de cultivo. O gene da ®-3-dessaturases Glymal8g06950 apresentou perfil de
expressdo compativel com as alteracdes no contetido de dcido linoléico/linolénico nos
genotipos FA22 e CD219 em fungdo da temperatura em sementes em desenvolvimento.
Para o experimento de avaliacdo do efeito da substituicdo alélica das m-3-dessaturases
de 4cidos graxos insaturados em soja com base em marcadores SNPs, foram
genotipadas 185 progénies F, derivadas do cruzamento entre A29 (mutante para trés
genes FAD3, 1% de 18:3A*%%) e Tucunaré (gen6tipo normal, 11% de 18:3A%%%). Os
resultados demonstram que os marcadores moleculares para os genes FAD3A, FAD3B
e FAD3C foram eficientes no monitoramento do conteido de 4cido linolénico nas
populacdes segregantes F, e F,.3. Além disso, as substitui¢cdes dos alelos no loco FAD3A
proporcionam maiores variagdes no conteido de acido linolénico que as substitui¢des
nos outros dois locos. A partir desses dados, espera-se que seja possivel introduzir os
alelos recessivos dos genes FAD3A, FAD3B e FAD3C da linhagem A29 em genétipos
elites do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do
BIOAGRO/UFV e desenvolver linhagens de soja especiais para a agroindustria

apresentando baixos teores do acido linolénico.
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ABSTRACT

PINTO, Marcos de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2012.
Expression and allelic substitution of fatty acid desaturases genes in soybean.
Advisor: Everaldo Gongalves de Barros, Co-advisors: Maurilio Alves Moreira and
Humberto Josué de Oliveira Ramos.

The use of genetic breeding may lead to the development of soybean genotypes
with traits of economic interest and improved composition of fatty acids in the oil
fraction. To achieve this goal, a better understanding of the mechanisms that lead to
changes in fatty acid contents under different growing conditions and evaluation of
allelic substitutions of genes that control these traits are needed. In this context, the aim
of this study was to evaluate the effect of temperature on oil content, fatty acid
composition and gene expression of ®-6 and ®-3 desaturases in genotypes contrasting
for oleic and linolenic acid contents. In addition, the effect of allelic substitutions of
fatty acid w-3-desaturases genes was also evaluated. For the experiments on the effect
of temperature on fatty acid biosynthesis the following genotypes were used: CD219,
commercial variety with normal concentrations of oleic acid (~ 19%) and linolenic acid
(~ 8%); A29, with low concentration of linolenic acid (~ 1%) and FA22, with a high
concentration of oleic acid (~ 50%). The experiment was conducted in two greenhouses:
one with heating, with average temperatures (maximum and minimum) of 32/27 °C, and
the other with no heating, with average temperatures of 26/14 °C. The developing seeds
were divided into ten stages according to the fresh weight, and the increment value
between stages of 50 mg. The oil content was determined by soxhlet extractor and the
fatty acid composition by gas chromatography. Possible desaturase genes were
identified in the Phytozome database and from these sequences primers were designed
for gene expression experiments. There was no significant effect of temperature on oil
content in mature seeds of genotypes CD219, A29 and FA22. The accumulation profiles
of the unsaturated fatty acids during seed ontogeny varied according the genotype.
FA22 showed higher oleic and low linolenic acid contents in plants grown under high
temperature at all stages of development. While in CD219 this effect was observed only
in the later stages. Fifteen genes were identified as potential components of the

desaturase family: 8 for m-6-desaturases and 7 for -3 desaturases. Among the ®-6-
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desaturase genes, Glymal0g42470 and Glyma20g24530 showed higher relative
expression in developing soybean seeds. Among the genes of ®-3-desaturase genes,
Glyma02g39230, Glymal4g37350 and Glymal8g06950 showed higher relative
expression during seed development. Contrary to expectation, ®-6-desaturases genes
Glymal0g42470, Glymal5g23200 and Glyma20g24530 showed higher accumulation
of transcripts under higher temperatures (32/27 °C). The ®-3-desaturase gene
Glymal8g06950 showed expression profile compatible with the changes in the linoleic/
linolenic acid contents of genotypes FA22 and CD219 as a function of temperature
during seed development. To evaluate the effect of allelic substitution of ®-3
desaturases genes SNP markers were genotyped in 185 F, and F,.3 progenies derived
from a cross between A29 (mutant for the three FAD3 genes, 1% 18:3A3’6’9) and
Tucunaré (normal genotype, 11% 18:3A*%). The results demonstrate that the molecular
markers for genes FAD3A, FAD3B and FAD3C were efficient in monitoring the
linolenic acid content in segregating populations F, and F,.3. In addition, substitutions at
the FAD3A locus provided greater variations in the linolenic acid content than
substitutions in the other two loci. From these data, it is expected that it is possible to
introduce the recessive alleles of genes FAD3A, FAD3B and FAD3C of A29 in elite
genotypes of the Breeding Program for Soybean Quality of BIOAGRO/UFV and to

develop special soybean lines for the agroindustry with low linolenic acid content.
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1 Introducao geral

Dentre os dleos de origem vegetal, o de soja € o segundo mais consumido no
mundo. Ele pode ser utilizado de forma direta e indireta na alimentacdo humana e
animal ou como fonte de matéria prima de produtos derivados, como o biodiesel e

varios outros subprodutos.

O Brasil € o quarto maior produtor e segundo maior exportador de 6leo de soja do
mundo. A producgdo brasileira de 6leo de soja tem tido um rdpido crescimento e a
previsdo € que nos proximos anos o pais se torne o segundo ou terceiro maior produtor
desse Oleo vegetal. A expansdo das fronteiras agricolas, associada ao desenvolvimento
de variedades mais produtivas e adaptadas as diversas regides e condicdes ambientais,

corroboram essa perspectiva.

O ¢leo de soja € extraido de graos maduros, que sdo compostos basicamente por
40% de proteinas e 20% de lipideos. A classe de lipideos mais abundante nas sementes
dessa leguminosa sao os triacilglicerdis, moléculas constituidas do glicerol esterificado
a trés 4acidos graxos. Os principais acidos graxos encontrados no o6leo sdo: acido
palmitico (16:0) - 10%, 4cido estedrico (18:0) - 3%, acido oléico (18:1 A9) - 20%, acido
linoléico (18:2 A™'%) - 57% e 4cido linolénico (18:3 A”'*') - 10%; podendo ser

encontrados mutantes com teores alterados desses compostos.

A composi¢do de 4cidos graxos na molécula de triacilglicerol é um fator
determinante nas propriedades fisico quimicas do 6leo e de seus subprodutos. Oleos de
soja com elevados teores de dcidos graxos polinsaturados — linoléico e linolénico — sdao
mais suscetiveis a hidroperoxidagdo, que resulta em cetonas e aldeidos volateis, os quais
alteram a sua qualidade e sabor. No caso do biodiesel, a utilizacao de 6leos de soja com
alto teor de 4cidos graxos insaturados leva a produgcdo de um combustivel de qualidade

inferior, com baixo indice de cetano e alta instabilidade oxidativa.

Algumas alternativas tém sido utilizadas para alterar a composicdo de &4cidos
graxos no o6leo, dentre elas se destaca a hidrogenacao parcial do 6leo. No entanto, esse
processo aumenta o custo de producgdo do dleo e leva a formagdo de dcidos graxos trans
como subprodutos. Os &cidos graxos trans aumentam o risco de doenca arterial
coronariana, uma vez que modulam a sintese e efeito do colesterol e de eicosandides.
Desta forma, 6rgaos de satide vém recomendando a redug¢do do consumo de alimentos

que contenham 4cidos graxos trans.



Por meio do melhoramento genético novas cultivares de soja com composicao
alterada de 4cidos graxos podem ser obtidas, sem a necessidade da hidrogenagdo
quimica. O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do
BIOAGRO/UFV possui diferentes acessos com baixo teor do dcido linolénico e alto
teor do 4cido oléico. Entre eles, destacam-se a variedade FA22, que possui cerca de
50% de écido oléico, e o gendtipo A29, que possui 1% de &4cido linolénico. O
cruzamento desses genétipos mutantes com cultivares elites tem levado a obtencdo de
populacdes com considerdvel aumento do teor de &acido oléico e redugdo de acido

linolénico.

No entanto, para maximizar o processo de produgdo de genétipos superiores com
conteddo de 4cidos graxos adequado € essencial a caracterizagdo das vias bioquimicas
que regulam a sua biossintese, levando em consideracdo os fatores genéticos,

ambientais e a interagao entre ambos.

A via de biossintese de dcidos graxos polinsaturados em sementes de soja envolve
as enzimas dessaturases, principalmente as do reticulo endoplasmadtico (microssoma).
Os principais substratos para essas enzimas sao os residuos de acidos graxos ligados a
fosfatidil colina (PC). A ®-6-dessaturase converte oleil em linoleil, enquanto a ®-3-

dessaturase € responsavel pela conversao de linoleil em linolenil.

Alguns genes candidatos ja foram caracterizados como sendo os que codificam
tais dessaturases em soja. Nas sementes de soja, varios estudos indicam que os
principais genes responsaveis pela biossintese de &4cidos graxos de reserva sdo o
GmFAD3A, que codifica uma -3-dessaturase, ¢ o FAD2-1, que codifica uma ®-6-
dessaturase. No entanto, o nimero exato de genes que controla a via de biossintese de
acidos graxos insaturados ainda € incerto e os seus efeitos individuais e aditivos ndo

estdo bem caracterizados.

Além dos componentes genéticos, os fatores ambientais exercem forte influ€ncia
no contetido de 6leo e na composi¢ao de dcidos graxos da fragdo 6leo. Dentre os fatores
ambientais, destaca-se a temperatura de cultivo da planta durante o desenvolvimento da
semente. De um modo geral, o aumento da temperatura resulta na reducdo dos
conteddos de 4cido linoléico e linolénico, e um significativo aumento no conteido do

acido oléico.



A elucidacdo da regulacdo na via de biossintese de dcidos graxos em genétipos
contrastantes cultivados sob diferentes temperaturas poderd fornecer informagdes de
suma importancia para o melhor entendimento dos mecanismos que culminam no
conteddo final de dcidos graxos em sementes de soja. Além disso, tais informacdes
poderdo ser utilizadas em diferentes abordagens biotecnoldgicas para o melhoramento

da soja visando a qualidade do dleo.

z

Uma das aplicacdes do conhecimento obtido é o desenvolvimento e uso de
marcadores moleculares associados ao contetido de acidos graxos na selecdo assistida
para acelerar o processo de obtencdo de gendtipos de soja superiores com maior

estabilidade oxidativa, atendendo a demanda das industrias de dleo e biodiesel.

O presente trabalho estd inserido no PMQS e tem como objetivos gerais avaliar o
efeito da temperatura de cultivo na composicao de acidos graxos, no contetido de dleo e
na expressao génica das m-6 e ®-3 dessaturases nos genétipos CD219, A29 e FA22 e
avaliar o efeito das substituicdes alélicas dos genes de efeito maior na via de biossintese
de 4cido linolénico em gendtipos elites do PMQS, para a validacdo dos marcadores

SNPs de A29 nos genétipos adaptados as condi¢des de cultivo do Brasil.



2 Revisao de literatura

2.1 Importancia econémica do é6leo de soja

O dleo de soja € o segundo tipo de 6leo vegetal mais consumido do mundo,
correspondendo a cerca de 30% do total mundial (Soystats, 2012). Os principais paises
produtores do o6leo de soja sdo Estados Unidos, China, Argentina e Brasil,
representando, respectivamente, cerca de 25%, 19%, 18% e 16% da producao mundial
(Icex, 2012). O Brasil é o segundo maior exportador mundial, sendo responsavel por
cerca de 22% de todo 6leo de soja exportado. A previsao para 2012 € que o Brasil
exporte 1,3 milhdes de toneladas de 6leo, representando mais de 1,5 bilhdes de dolares

na balanca comercial brasileira (Abiove, 2012).

O ¢leo de soja bruto pode ser processado em trés produtos basicos: 6leo refinado
comestivel, 6leo refinado para fins ndo alimentares e lecitina. O dleo refinado
comestivel € a matéria-prima para a produ¢do de margarinas, gordura vegetal, 6leo de
cozinha, maionese e temperos para salada. O 6leo refinado para fins ndo alimentares €
destinado a producdo de velas, desinfetantes, sabdes, vernizes, tintas, plasticos e
lubrificantes. Enquanto que a lecitina é muito utilizada em confeitos, chocolates,

sorvetes, alimentos que vao ao forno, produtos quimicos, cosméticos e téxteis (Corol,

2012).

Nos ultimos anos, as mudangas climdticas associadas a liberacdo de gases
resultantes da queima de combustiveis fdsseis, o alto preco internacional do petréleo e a
preocupacdo com o desenvolvimento sustentdvel estdo levando a criacdo de novas
vertentes de mercado, entre as quais destaca-se a produgdo de biodiesel (Schuchardt et

al., 2001).

A producdo anual global de biodiesel, a partir de diferentes fontes de matéria
prima, estd em torno de 6 bilhdes de litros e representa cerca de 10% de toda a produgao
de biocombustiveis. Os principais paises produtores de biodiesel sio Alemanha (48%),
outros paises europeus (30%), EUA (15%), Brasil, China, fndia, Canada, Colombia e
Malésia (Nogueira, 2010).

Em 2004, foi langcado, pelo Governo Federal Brasileiro, o Programa Nacional de

Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB), que prevé a adicdo de biodiesel ao diesel



convencional. No ano de 2005 a lei n°® 11097 estabeleceu percentuais minimos de
mistura de biodiesel ao diesel, € 0 monitoramento da inser¢do do novo combustivel no
mercado. Por essa lei serd obrigatdria a adicdao de 5 a 20% de biodiesel ao diesel
convencional (biodiesel B5-B20), até 2013. Com isso a meta de produgao de biodiesel
para o ano de 2013 ¢é de 2,40 bilhdes de litros, tendo basicamente como matéria prima o

6leo de soja (Portal do Biodiesel, 2012).

2.2 Composicao de acidos graxos do 6leo e estabilidade oxidativa

O 6leo de soja é composto basicamente de moléculas de triacilglicerdis (95 a
97%), ésteres derivados da condensacdo do glicerol com trés 4cidos graxos. Os
principais dcidos graxos encontrados no 6leo sao: dcido palmitico (16:0), acido estedrico
(18:0), dcido oléico (18:1 A%), dcido linoléico (18:2 A™'?) e écido linolénico (18:3
A9’12’15) (Fehr, 2007). Normalmente, os 4cidos graxos saturados (16:0 e 18:0) ocupam as
posicdes sn-1 e sn-3 da cadeia do glicerol e os dcidos graxos insaturados (18:1 A°, 18:2

A*"? ¢ 18:3 A*'*"°) ocupam a posicdo sn-2 (Fatemi & Hammond, 1977).

A composicao de 4cidos graxos na fracdo 6leo é gendtipo-especifica. Mas como a
base genética das cultivares comerciais de soja é bastante estreita (Hiromoto & Vello,
1986), a sua composi¢ao de dcidos graxos nao apresenta grande variacdo: 12% de acido
palmitico, 4% de 4cido estedrico, 23% de acido oléico, 53% de 4cido linoléico e 8% de

acido linolénico (Lee ef al., 2007; Fehr, 2007).

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do dleo s@o diretamente afetadas por
sua composi¢do de dcidos graxos. A diversificacdo do uso do 6leo de soja tem
demandado o desenvolvimento de novas cultivares com composicdo centesimal
modificada, de acordo com as caracteristicas do produto final. Especificamente para
Oleos destinados a frituras existe grande interesse no aumento do conteddo de 4cido
oléico e reducao dos 4cidos linoléico e linolénico, visando principalmente o aumento da

sua estabilidade oxidativa (Lee et al., 2007; Gerde et al., 2007; Fehr, 2007).

O maior nimero de duplas ligacdes nos acidos graxos poli-insaturados faz com
que eles sejam mais suscetiveis a degradagdes hidroliticas e oxidativas. As enzimas
lipoxigenases sdo responsaveis pela hidroperoxidacio de dcidos graxos que contenham
o grupo 1,4 cis-cis pentadieno. A partir do 4dcido linol€nico, por exemplo, sao formados

hidroperéxidos C9 e C13 com possibilidades de estereoquimica R ou S. Os
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hidroperéxidos podem sofrer acdes de outras enzimas que promovem a quebra da
ligacdo proxima ao grupo hidroxila, formando compostos aldeidos o que altera a cor e
aroma do 6leo e dos alimentos derivados da soja (Robinson et al., 1995; Liavonchanka

& Feussner, 2006; Andreou & Feussner, 2009).

Os processos de rancidez hidrolitica e oxidativa sdo acelerados pelo aumento da
temperatura. A rancidez hidrolitica leva a liberacdo do 4cido graxo da molécula de
triacilglicerol, aumentando a acidez do 6leo. A rancidez oxidativa provoca a oxidacao
da dupla ligacdo formando aldeidos e cetonas de cadeia curta, o que torna o 6leo escuro,

viscoso e com odor desagradavel (Costa Neto et al., 2000; Farhoosh et al., 2009).

Oleos de soja refinados com teores reduzidos de 4cido linolénico — 1,5% e 2,6% —
utilizados em frituras por 23 dias, com tempo de fritura didria de 6 horas, apresentaram
porcentagens inferiores de compostos polares e de compostos diendicos conjugados
comparados ao 6leo refinado controle contendo 5,3% de acido linolénico. O tempo de
vida util do 6leo com reduzidos teores de acido linol€ico foi superior ao do controle em
dois dias. Além disso, o sabor amanteigado diminuiu e o sabor rancoso aumentou no
decorrer do tempo de fritura, sendo essas caracteristicas mais perceptiveis no 6leo

controle (Gerde et al., 2007).

A qualidade do biodiesel também sofre influéncia da composicdo de dcidos
graxos do 6leo utilizado como matéria prima. Além de reduzir a estabilidade oxidativa,
os elevados teores de dcidos graxos polinsaturados reduzem o nimero de cetano,
levando a menor qualidade de igni¢do do combustivel (Knothe, 2007; Ramos et al.,

2009).

Historicamente, a industria alimenticia tem buscado a melhoria da estabilidade
oxidativa do Oleo de soja via hidrogenagdo parcial, porém, esse processo leva a
formacdo de dcidos graxos do tipo trans, que sdo prejudiciais a saide (Dorfman et al.,
2009). A hidrogenacdo parcial parece também ndo ser uma alternativa vidvel para o
biodiesel, pois o uso de 6leo hidrogenado leva a obtencao de um biodiesel com baixas

propriedades de fluxo a frio (Wadumesthrige et al., 2009).

A identificacdo e o desenvolvimento de gendtipos de soja mutantes tém permitido
a obtencdo de cultivares superiores com conteido de dcidos graxos mais apropriados

para diversos fins (Fehr, 2007). Porém, para maximizar o processo de melhoramento é



essencial o entendimento dos mecanismos de regulacdo da via de produgdo de acidos

graxos insaturados em vegetais superiores.

2.3 Biossintese de acidos graxos

A biossintese de dcidos graxos envolve pelo menos trés compartimentos celulares:
plastideo, citosol e reticulo endoplamético. A via inicial da sintese de acidos graxos,
conhecida como “‘sintese de novo”, ocorre no plastideo (via procaridtica) (Figura 1).
Nesta via, a enzima acetil-CoA carboxilase converte acetil-CoA e CO, a malonil-CoA,
em uma reacdo dependente de ATP. O malonil-CoA produzido € transferido para a
proteina carreadora de grupos acil (ACP). A partir dessa etapa, todas as reagdes
subseqiientes envolvem a via ACP até a producdo de 4cidos graxos de 16 ou 18
carbonos, que serdo exportados para o citosol ou seguirdo a via plastidial do glicerol-3-

fosfato (Ohlrogge & Browseb, 1995; Millar et al., 2000).

Ap6s transferéncia ao ACP, o malonil-ACP participa de uma reagcdo de
condensacdo com o acetil-CoA, resultando na formag¢do de uma ligacdo carbono-
carbono e liberacdo do CO,. Pelo menos trés enzimas de condensagdo separadas sao
necessdrias durante o processo de formagdo de um dcido graxo de 18 carbonos. A
primeira condensa¢do de acetil-CoA e malonil-ACP para formar um produto de quatro
carbonos ¢ catalisada pela 3-cetoacil-ACP sintase III (KASIII). A segunda enzima de
condensacdo, KASI, é responsavel pela elongacdo da cadeia de 6 até 16 carbonos. Por
fim, a condensagdo do palmitoil-ACP a esteroil-ACP € catalisada pela KASII (Baud &
Lepiniec, 2010).

Trés reagdes adicionais ocorrem apds cada condensacdo para a formacdo de um
acido graxo saturado. O grupo carbonil do 3-cetoacil-ACP ¢ reduzido pela enzima 3-
cetoacil-ACP redutase, que utiliza NADPH como doador do elétrons. A reagdo seguinte
€ a desidratacdo pela hidroxiacil-ACP desidratase. O ciclo termina com a enoil-ACP
redutase, que utiliza NADH ou NADPH para reduzir ligacdes duplas em posi¢do trans,
formando um 4cido graxo saturado. A a¢do combinada destas quatro reacdes promove o
alongamento do precursor de &4cido graxo em dois carbonos por ciclo. Ainda no
plastidio, pode ocorrer a introducdo de uma dupla ligacdo catalisada pela enzima solivel

esteroil-ACP dessaturase (Wallis et al., 2002; Ohlrogge & Browseb, 1995).
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Figura 1: Reacdes de biossintese de 4cidos graxos saturados. Adaptado de

Ohlrogge & Browseb (1995).

A elongacdo dos dcidos graxos no plastidio € finalizada quando o grupo do acil é
removido do ACP. O 4cido graxo pode ser exportado para o citosol, onde € esterificado
formando um pool de acil-CoA. Essas moléculas sdo transportadas para o interior do
reticulo endoplasmatico pelas aciltransferases para a produgdo de lipideos de membrana

e armazenamento (Millar et al., 2000).

A glicerol-3-fosfato aciltransferase (TAPG) transfere o grupo acetil do acetil-Coa
para a posi¢cdo sn-1 do glicerol-3-fosfato produzindo 4cido lisofosfatidico (LPA). Em
seguida, a 1-aciltransferase acil-glicerol-3-fosfato transfere outro grupo acil do acil-Coa
para a posicdo sn-2 do 4cido lisofosfatidico, formando o 4cido fosfatidico (PA). A
defosforilacdo do &4cido fosfatidico por fosfatases de 4cido fosfatidico (PAP) leva a
formagdao do diacilglicerol (DAG), que pode ser acetilado pela diacilglicerol
aciltransferase (DAGAT) na posi¢ao sn-3 para a producdo dos tracilglicerdis (TAG).
Alternativamente, o 4cido fosfatidico e o diacilgliceréis podem ser utilizados como

precursores dos principais glicerolipideos de membranas (Millar et al., 2000).



Antes de serem convertidos nos produtos finais, os dcidos graxos podem sofrer
alguns tipos de modifica¢des, como: dessaturagdo, epoxidagdo e hidroxilagdo (Millar et
al., 2000). A introducdo de duplas ligacdes nos dcidos graxos € catalisada pelas
dessaturases. Essas enzimas s@o classificadas em duas grandes classes, as soliveis e as
ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico. Dessaturases soliveis representam um
grupo pequeno de enzimas que possuem dois motivos conservados de histidina e ferro
(Shanklin & Cahoon, 1998). Elas adicionam uma dupla ligacio em &cidos graxos
ligados a proteina carreadora de grupos acil (ACP). A proteina mais importante desse

grupo € a A-9-estearoil-ACP dessaturase (o-9-dessaturase) (Dyer et al., 2002).

O produto da reagdo da w-9-dessaturase é o 4cido oléico ligado a ACP. Este se
encontra nos cloroplastos, podendo ser transportado para o citosol e esterificado a
fosfatidil colina (PC) ou até mesmo permanecer no plastideo e ser transferido para o

diacilglicerol e subsequentemente, para um galactolipideo (Yadav, 1996).

As préximas adigdes de insaturagOes sdao catalisadas pelas dessaturases de
membranas. Essas enzimas possuem quatro dominios transmembrana e trés regides
ricas em histidina ligadas coordenadamente a dois dtomos de ferro, que compdem o seu

sitio ativo (Figura 2) (Dyer et al., 2002; Millar et al., 2000).
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Figura 2: Topologia das principais dessaturases de membranas. Adaptado de

Wallis et al. (2002).



As dessaturases de membranas de plantas atuam em duas vias para a produgao de
acidos graxos insaturados, a via plastidial e a via do reticulo endoplasmaético (Figura 3).
As duas vias sdo dependentes de O,, mas apresentam algumas particularidades. No
reticulo endoplasmdtico o doador de elétrons é o citocromo bs, enquanto que no
plastidio, € a ferredoxina. Outra diferenca encontrada refere-se ao substrato primadrio,
que no plastideos sdo os galactolipideos (GL) e no reticulo endoplasmdtico sdo os
acidos graxos ligados a fosfatidil colina (PC). As principais classes das dessaturases de
membranas sio as ®-6-dessaturases, que convertem acido oléico em linoléico, e as ®-3-
dessaturases, responsaveis pela sintese de 4cido linolénico a partir do 4cido linoléico

(Yadav, 1996).
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Figura 3: Vias de produg¢do de 4cidos graxos polinsaturados em plantas
superiores. Em vermelho estdo destacadas as principais dessaturases responsaveis pela

producdo de dcidos graxos insaturados. Adaptado de Yadav (1996).

Algumas -6 dessaturases do reticulo endoplasmdtico possuem atividades
alternativas. Dessaturases encontradas em mamona (Ricinus communis) convertem
oleato a (R)-12-hidroxiestearato, e enzimas encontradas em Lesquerellas possuem um
sistema bifuncional produzindo uma mistura de 12-hidroxiestearato e um produto 12-

monoendico (Van de Loo et al, 1995). As atividades de 12-hidroxilagdo e 12-
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dessaturacdo estdo intimamente ligadas, dessa forma, sugere-se que ambas as reacdes
enzimaticas sejam realizadas no mesmo sitio ativo (Buist & Behrouzian, 1998;

Behrouzianet al., 2001).

2.4 Regulacao da biossintese de acidos graxos insaturados

A composi¢ao final de 4cidos graxos é determinada por fatores genéticos,
ambientais e pela interacdo entre ambos. Dentre os fatores ambientais, podem ser
citados: a luz, a temperatura, poluentes atmosféricos, a concentracdo de sal e de

compostos xenobidticos no solo (Harwood, 1997).

Em sementes de soja expostas a altas intensidades de radiacao solar foi verificado
o aumento nos teores totais de Oleo e de acido oléico (Izquierdo et al., 2009).
Modificacdes nos teores de 4cidos graxos também tém sido observadas em soja
cultivada sob elevadas temperaturas, levando ao aumento no conteido do 4cido oléico e
reducdo no conteido dos dcidos linoléico e linolénico. Os conteidos dos &4cidos
palmitico e estedrico geralmente sdo pouco afetados por mudangas nas temperaturas de

cultivo (Oliva et al., 2006).

2.4.1 Regulacao transcricional

Um dos primeiros estudos para a caracterizacdo dos genes das m-6-dessaturases
foi realizado em 1996. Neste trabalho, os autores descreveram a existéncia de dois
genes microssomais para m-6-dessaturases em soja, FAD2-1 e FAD2-2. O gene FAD2-1
¢ altamente expresso em sementes em desenvolvimento e codifica uma w-6-dessaturase
que participa da sintese de acidos graxos de armazenamento em sementes. J4 o gene
FAD2-2 € expresso constitutivamente em todos os 6rgdos da planta e codifica uma w-6-
dessaturase responsdvel pela produgcdo de 4cidos graxos de membrana. Frente a
variagdes climaticas, os niveis de transcritos FAD2-1 e FAD2-2 permaneceram
praticamente constantes em plantas cultivadas em trés faixas de temperatura, 28/22°C,
22/18°C e 18/12°C. Porém, na faixa de temperatura mais elevada (32/28°C) o acimulo
de transcritos desses genes foi superior, contrariamente aos resultados teoricamente

esperados (Heppard et al., 1996).

No gendtipo de soja mutante FA22, com 50% de &4cido oléico, os niveis de

acimulo de transcritos de FAD2-1 e FAD2-2 também nio tiveram correlagcdo com o
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conteido desse dcido graxo. Assim, possivelmente, outros genes podem estar
envolvidos na regulacdo da via de biossintese de dcido oléico nesse gendtipo (Pinto,

2008).

Tang et al. (2005) descreveram a existéncia de mais um gene que codifica ®-6-
dessaturase em soja, designado de FAD2-1B. FAD2-1A (anteriormente descrito como
FAD2-1) e FAD2-1B possuem 93,8% de nucleotideos idénticos e diferem em apenas 24
residuos de aminodcidos na proteina final. A expressdao heter6loga desses genes em
leveduras revelou que FAD2-1A € mais instdvel que FAD2-1B, especialmente quando

culturas foram mantidas em elevadas temperaturas de crescimento.

Os resultados observados em levedura foram confirmados em soja (Byfield &
Upchurch, 2007). Foram avaliados os transcritos dos genes FAD2-1A e FAD2-1B em
trés variedades de soja (Dare, A6 e NO1-3544) cultivadas em trés faixas de temperatura
(22/18, 26/22 e 30/26° C). Na faixa de temperatura mais baixa, os niveis de FAD2-1B
foram 2 a 10 vezes maiores do que os de FAD2-1A, em sementes com 35 dias apds
florescimento. A redug¢do do nivel de transcrito de FAD2-1A e FAD2-1B com o
aumento da temperatura foi positivamente correlacionado com o aumento no conteido
de 4cido oléico e redugdao no conteido de 4cido linolénico, nas trés variedades,

evidenciando que esses genes respondem a modificacdes na temperatura.

Estudos realizados por Schlueter et al. (2007) comprovaram que os genes FAD2
constituem uma familia génica. Segundo os autores, nessa familia existem pelo menos
cinco membros distintos, denominados FAD2-1A, FAD2-1B, FAD2-2A, FAD2-2B
(anteriormente designado FAD2-2) e FAD2-2C. Esses genes ja foram identificados nos
grupos de ligacdo propostos por Cregan et al. (1994). FAD2-1A foi mapeado no grupo
de ligacdo O, FAD2-1B, no grupo de ligacdo I, e FAD2-2A e FAD2-2B, no grupo de
ligacio L. FAD2-1A e FAD2-1B mostram indicios de splicing alternativo no cddon
inicial de metionina. Os transcritos que possuem o cédon para esse aminodcido foram
denominados FAD2-1A_S e FAD2-1B_S, e os que ndo apresentavam esse codon,

FAD2-1A_L e FAD2-1B_L.

A quantificagdo dos transcritos desses genes na cultivar de soja William 82
evidenciou padrdes diferenciados de acimulo nas vagens, cotilédones, folhas e raiz. Os
transcritos de FAD2-2A ndo foram detectados em nenhum tecido avaliado, indicando
que este gene nao € expresso nesses tecidos ou que nao € funcional. Os transcritos de

FAD2-1 (FAD2-1A_L, FAD2-1A_S, FAD2-1B_L e FAD2-1_S) ndo foram detectados
12



nos estadios iniciais de desenvolvimento da semente, mas foram detectados nos estadios
intermedidrios e tardios. Os transcritos de FAD2-2B (FAD2-2) foram detectados em
todos os tecidos e durante todo o desenvolvimento da semente. Anélises comparativas
em duas condicdoes de temperatura (32/28°C e 18/12°C) mostraram um aumento
significativo do nivel do transcrito do gene FAD2-2C em baixa temperatura, indicando
que este também € responsdvel pelas mudancgas nos conteddos de 4cidos graxos em

resposta a alteragdes na temperatura (Schlueter et al., 2007).

Um sexto membro da familia FAD2, FAD2-3, foi caracterizado por Li et al.
(2007). Experimentos de PCR semi-quantitativo em véarios tecidos e ao longo do
desenvolvimento das sementes revelaram que FAD2-3 € um gene de expressdao
constitutiva. A avaliacdo do acimulo de transcritos dos genes das dessaturases em
sementes de soja da variedade Meng8206 cultivadas em diferentes faixas de
temperatura (32/28°C, 28/22°C, 18/12°C e 12/8°C) mostrou que variacdes de
temperatura ndo provocam alteracio no nivel de transcritos de FAD2-3. Esses

resultados evidenciam que esse gene também nao responde a mudancas de temperatura.

Um grande nimero de genes também tem sido descrito para as ®-3-dessaturases.
Bilyeu et al. (2003) descreveram inicialmente a presenga de trés genes que codificam
essas dessaturases, denominados GmFAD3A, GmFAD3B ¢ GmFAD3C. Em sementes
de soja foram observadas elevada expressio de GmFAD3A e baixa expressio de
GmFAD3C. Os transcritos de GmFAD3B ndo foram detectados. Assim, muito
provavelmente, o gene GmFAD3A ¢ o principal responsdvel pela biossintese de acido

linolénico em sementes.

Em genétipos de soja com reduzidos teores de 4cido linolénico, como A29 (1%) e
N85-2176 (3%), foi verificado que a expressdo génica de GmFAD3A foi nula e que o
acimulo de transcritos de GmFAD3B foi nula apenas no genétipo A29, o que indica
que GmFAD3B também pode estar relacionado a biossintese de 4cido linolénico em
sementes. Nao foram observadas alteracdes nos niveis de transcritos de GmFAD3C,
mas ndo se pode descartar o efeito desse gene na biossintese de dcidos graxos em

sementes (Pinto, 2008).

Outros estudos tém evidenciado a presenga de mais genes controlando o contetido
de d4cido linoléico/linolénico. Andlises moleculares de linhagens mutantes

desenvolvidas no Japdo identificaram quatro formas dos genes FAD3, GmFAD?3-1a,
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GmFAD3-1b, GmFAD3-2a e GmFAD3-2b (Anai et al., 2005). Trés deles mostraram-se
equivalentes aos descritos anteriormente por Bilyeu et al. (2003). O gene GmFAD3-1a
€ equivalente GmFAD3B, GmFAD3-1b € equivalente a GmFAD3A e GmFAD3-2a é
equivalente a GmFAD3C. Os perfis de acimulo de transcritos desses genes ao longo do
desenvolvimento das sementes de soja foram avaliados por PCR semi-quantitativo, que
mostrou que os transcritos do gene GmFAD3-1a ndo foram detectados nos estadios
iniciais, os transcritos de GmFAD3-1b e GmFAD3-2a foram detectados em todos os
estadios, enquanto que os transcritos do gene GmFAD3-2b s6 foram detectados nos
estddios iniciais.

Em estudos envolvendo diferentes temperaturas de cultivo também tém sido
observada a expressdo diferencial dos genes GmFAD3. Byfield & Upchurch (2007)
avaliaram o efeito de trés temperaturas (30/29°C, 26/22°C e 22/18°C) em trés gendtipos
de soja (Dare, N99-3170 e NO1-3544) nos niveis de transcritos dos genes GmFAD3A,
GmFAD3B, e GmFAD3C. Em sementes com 35 dias apds florescimento, o acimulo de
transcrito reduziu de 5 a 15 vezes para o gene GmFAD3A, 2 a 9 vezes para o gene
GmFAD3B e 2 a 3 vezes para o gene GmFAD3C em sementes desenvolvidas em um
ambiente de temperatura mais elevada (30/26°C ou 30/29°C) vs. ambientes com
temperaturas mais amenas (26/22°C) ou mais baixas (22/18°C). A reducdo nos niveis
dos transcritos foi positivamente associada a reducao no conteido de dcido linolénico
nas sementes dos trés gendtipos analisados. Deste modo, a regulagdo transcricional da
expressdo do gene da m-3-dessaturase, pelo menos em parte, explica as alteracdo na

composi¢do de dcidos graxos em diferentes temperaturas nos genoétipos avaliados.

Com a conclusdo do sequenciamento do genoma da soja e sua disponibilidade na
plataforma Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean), torna-se possivel a
identificacdo do nimero exato de genes que compdes as familias das ®-3 e ®-6-
dessaturases. Aliado a isso, o estudo do nivel acimulo de transcritos de cada membro
dessas familias génicas utilizando a técnica de PCR quantitativo pode fornecer dados
cruciais para o entendimento dos mecanismos de regulacdo da expressdao génica das
dessaturases em diferentes gendtipos, estddios de desenvolvimento e temperaturas de

cultivo.

Além da regulacdo transcricional, a expressdo gé€nica pode ser regulada pds-
transcricionalmente. Assim, a quantidade de proteina expressa ndo € necessariamente

N

proporcional a quantidade de seu mRNA correspondente. Desta forma, estudos
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protedmicos podem complementar os dados de andlise de acimulo de transcritos,
auxiliando na compreensio das redes de funcionamento e regulacdo que podem levar as
alteracoes nos niveis de 4cidos graxos nos graos de soja cultivados em diferentes

temperaturas.

2.5 Marcadores moleculares

A identificagdo dos genes de efeito maior que controlam a producdo de 4cidos
graxos tem possibilitado o desenvolvimento de marcadores moleculares, acelerando o
processo de producdo de cultivares elites, com alto teor de acido oléico e reduzido teor

de 4cido linolénico (Alt et al., 2005; Champpell & Bilyeu, 2007; Bilyeu et al., 2006).

Alt et al. (2005) identificaram marcadores moleculares associados ao alelo
suprimido ol do gene Fad2-1 no mutante de soja M23, que possui teores médios de
acido oléico. Foram feitos cruzamentos entre M23 e Archer, uma cultivar com teor
normal de 4cido oléico. As 88 plantas F, segregaram na propor¢do de 1:2:1
(olol:Olol:0101), sendo que os individuos olol apresentaram a maior média para o teor
de 4cido oléico, os individuos Olol apresentaram niveis intermedidrios, enquanto que os
individuos OIlOIl apresentaram menor média. Registrou-se uma grande variacdo nos
teores de 4cido oleico entre os individuos olol com sua distribuicdo se sobrepondo aos
individuos OIOI e Olol, o que confirma que outros genes tem influéncia na

determinac¢do desta caracteristica.

Alguns gendtipos mutantes, que possuem baixos niveis de 4cido linolénico ja
tiveram os alelos do gene GmFAD3A bem caracterizados, o0 que permite o
desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo SNP (Single-Nucleotide
Polymorphism). A linhagem PI361088B (3,8% de 18:3A%%7) possui uma inser¢ao de
dois residuos de timidina na posi¢do 310, promovendo mudanga do quadro de leitura e
consequentemente o surgimento de um cédon de parada prematuro na posi¢ao 328. A
mutacdo no genétipo M5 (3,3% de 18:3A*) é similar a de PI3661088B, apresentando
também uma mudanca no quadro de leitura, no entanto, neste caso ocorre uma delecao
de 19 nucleotideos na posi¢do 1057, resultando em uma proteina com 25 residuos de
aminodcidos a mais na extremidade C-terminal. O genétipo CX1512-44 (3% de
18:3A%%%) apresenta uma mutacio de apenas um par de bases na posicio 811,

exatamente no sitio de splicing, o que leva a formagdo de uma proteina com estrutura
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alterada. O gen6tipo C1640 (3,7% de 18:3A*%") também contém uma mutagio de troca
de bases, mas esta encontra-se na regiao codificadora, o codon para triptofano (TGG) no

éxon 6 é modificado para um cédon de parada (TGA) (Champpell & Bilyeu, 2007).

No genétipo A29 (1% de 18:3A*®%) foi possivel o desenvolvimento de
marcadores moleculares do tipo SNP para os alelos de trés genes de ®-3-dessaturases,
GmFAD3A, GmFAD3B e GmFAD3C. Esses marcadores estdo associados ao conteudo
de 4cido linolénico em populacdes segregantes e permitiu o desenvolvimento de um

novo germoplasma com apenas 1% de 4cido linolénico (Bilyeu et al., 2006).
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Capitulo I — Acamulo de transcritos dos genes das ®-6 e ®»-3
dessaturases de acidos graxos em sementes de soja cultivadas em

diferentes temperaturas
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1 Resumo

Fatores ambientais, como a temperatura de cultivo, podem provocar alteracdes no
conteddo de acidos graxos na fragdo 6leo de sementes de soja. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da temperatura na composicdo de dcidos graxos, no contetido de dleo
e na expressao dos genes que codificam as -6 e ®-3 dessaturases em soja. Para isso,
foram utilizados os genétipos: CD219, variedade comercial com concentragdes normais
de 4cido oléico (~19%) e 4cido linolénico (~8%); A29, com baixa concentracdo de
acido linolénico (~1%) e FA22, com elevada concentragdao de acido oléico (~50%). O
experimento foi conduzido em duas casas de vegetacdo: i) com aquecimento, com
temperaturas médias na faixa de 32/27°C; ii) sem aquecimento, com temperaturas
médias na faixa de 26/14°C. Sementes em desenvolvimento foram subdivididas em dez
estaddios de acordo com o seu peso umido. O conteido de 6leo foi determinado no
extrator soxhlet e o conteido de 4cidos graxos por cromatografia gasosa. Os possiveis
genes das dessaturases foram identificados no banco de dados Phytozome e a partir
dessas sequencias foram desenhados primers para experimentos de expressdo génica
nos 5° e 8° estddios de desenvolvimento. Nao foi observado efeito significativo da
temperatura de cultivo no teor de 6leo bruto em sementes maduras dos gendtipos
CD219, A29 e FA22. O genétipo FA22 apresentou maior contetido de 4cido oleico e
menor contetido de 4cido linolénico em sementes cultivadas em alta temperatura em
todos os estddios de desenvolvimento. Enquanto que em CD219 esse efeito foi
observado apenas nos estadios finais. Quinze genes foram identificados como potenciais
constituintes da familia das dessaturases: oito para as m-6-dessaturases e sete para as M-
3-dessaturases. Os genes Glymal0g42470 e Glyma20g24530 (w-6-dessaturases) e
Glyma02g39230, Glymal4g37350 e Glymal8g06950 (w-3-dessaturases) apresentaram
os maiores valores de expressdo relativa. Contrariamente ao esperado, os genes das ®-6-
dessaturases Glymal0g42470, Glymal5g23200, Glymal9g32940 e Glyma20g24530
apresentaram maior acimulo de transcritos na maior temperatura (32/27°C) de cultivo
nas sementes em desenvolvimento. O gene da -3-dessaturase Glymal8g06950
apresentou perfil de expressdo condizente com as alteracdes no contetido de 4cido
linoléico/linolénico nos gendtipos FA22 e CD219 em funcdo da temperatura em

sementes de soja em desenvolvimento.
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2 Introducio

z

A semente de soja € constituida basicamente de proteinas (40%), carboidratos
(30%) e o6leo (20%). Os triacilgliceréis (TAG), moléculas compostas do glicerol
esterificado a trés 4cidos graxos, representam a classe de lipideos mais abundante nas
sementes dessa leguminosa. Os principais 4cidos graxos constituintes dos TAG sao o
acido palmitico (16:0) - 10%, acido estedrico (18:0) - 3%, acido oléico (18:1 A9) -20%,
dcido linoléico (18:2 A*'?) - 57% e 4cido linolénico (18:3 A”'*'5) - 10%; podendo ser
encontrados mutantes de soja com teores de dcidos graxos alterados (Lee et al., 2007;

Fehr, 2007).

A estabilidade oxidativa do 6leo e de seus subprodutos € afetada diretamente pela
composi¢io de dcidos graxos nas moléculas dos TAG. Oleos de soja com elevados
teores de 4cidos graxos polinsaturados — linoléico e linolénico — s@o mais suscetiveis as
hidroperoxidacdes resultando em cetonas e aldeidos voldteis que alteram a sua
qualidade e sabor (Costa Neto er al., 2000; Farhoosh et al., 2009). Além disso, a
utilizacdo de 6leos de soja como alto teor de dcidos graxos insaturados para a producdo
de biodiesel leva a produ¢dao de um combustivel com qualidade inferior, com baixo

indice de cetano e maior instabilidade oxidativa (Knothe, 2007; Ramos, 2009 et al.).

O contetido de 6leo e a composicdo de dcidos graxos nas sementes de soja sdo
fortemente influenciados por fatores ambientais. Dentre eles, destaca-se a temperatura
durante o desenvolvimento da semente. Em soja, foi observado que o aumento da
temperatura resulta na redu¢do dos conteidos de acido linoléico e linolénico, € um
significativo aumento no conteido do 4cido oléico (Lanna, 2002; Wilson, 2004; Oliva

et al., 2006; Ren et al., 2009).

O estudo da regulacdo das vias de biossintese de dcidos graxos pode fornecer um
maior entendimento dos mecanismos pelos quais os fatores genéticos, ambientais e a
interacdo entre eles afetam essa via biossintética. A partir desse estudo, pode-se
direcionar o processo de producdo de gendtipos superiores com contetdos de dcidos

graxos mais adequados para diversos fins.

A via de biossintese de 4cidos graxos polinsaturados em sementes de soja envolve
as enzimas dessaturases, principalmente as do reticulo endoplasmatico (microssomais).

Os principais substratos para essas enzimas sdo os residuos de dcidos graxos ligados a
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fosfatidil colina (PC). A ®-6-dessaturase converte oleil em linoleil, enquanto a ®-3-
dessaturase € responsavel pela conversdo de linoleil em linolenil (Baud & Lepiniec,

2010; Yadav, 1996).

Alguns genes ja foram caracterizados como sendo responsaveis pela produgdo das
dessaturases de soja. Os estudos indicam que os principais genes responsdveis pela
biossintese de dcidos graxos polinsaturados de reserva sdo o GmFAD3A, que codifica
uma o-3-dessaturase (Bilyeu er al., 2003), e o FAD2-1, que codifica uma ®-6-
dessaturase (Heppard et al., 1996). No entanto, o nimero exato de genes que controla a
via de biossintese de dcidos graxos insaturados ainda nao é conhecido e os seus efeitos

individuais, aditivos e as possiveis interacdes nao estdo bem caracterizados.

O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do BIOAGRO/UFV
dispde de diferentes linhagens mutantes de soja com alteragdes na composicdo de acidos
graxos da semente. Entre eles destacam-se a linhagem FA22, que possui teor médio a
elevado de dcido oléico, em torno de 50%, e a linhagem A29, que possui um baixissimo
teor de 4cido linolénico, em torno de 1%. Assim, para maximizar o processo de
obtencdo de gendtipos superiores € crucial o entendimento do efeito da temperatura na
composi¢do de &acidos graxos nesses genétipos, assim como o entendimento dos
possiveis meios de regulacdo. O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o
efeito da temperatura de cultivo na composicao de acidos graxos, no contetdo de dleo e

na expressdo génica das ®-6 e -3 dessaturases dos genétipos CD219, A29 e FA22.
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3 Material e métodos

3.1 Material genético

Foram utilizados trés gendtipos de soja: A29, FA22 e CD219RR. O genétipo
A29 (1% de 4cido linolénico), desenvolvido por meio de mutagénese por pesquisadores
da Universidade Estadual de Iowa (EUA). O gendtipo FA22 foi selecionado em uma
populacdo de melhoramento com reduzido 4cido linoléico e possui elevado conteido de
acido oléico, aproximadamente 50%. A variedade CD219RR (0C94.2062 x CO
2131RR) possui teores normais de dcido linolénico (~8 %) e acido oléico (~19 %), além
de apresentar resisténcia ao herbicida glifosato e foi desenvolvida pela empresa

COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agricola).

3.2 Condicoes de cultivo

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vicosa, no periodo
de maio a agosto de 2010. O experimento foi conduzido em duas casas de vegetacao: i)
com aquecimento, que permitiu a obtenc¢do 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 gendtipo. 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 gendtipo foram coletadas e congeladas

separadamente em nitrogénio liquido, de acordo com o seu peso umido:
1° estadio: 26 a 75mg;
2° estddio: 76 a 125 mg;
3° estddio: 126 a 175mg;
4 ° estadio: 176 a 225 mg;
5° estadio: 226 a 275 mg;
6° estddio: 276 a 325mg;

7° estadio: 326 a 375 mg;
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8° estadio: 376 a 425mg;
9 ° estddio:426 a 475mg;
10° estadio: Semente madura.

As sementes foram mantidas a -80°C até a sua utiliza¢ao nos experimentos.

3.3 Determinacao da concentracao de o6leo total

Para a determinacdo do conteido de Oleo total foram utilizadas apenas as
sementes fisiologicamente maduras. A determinacao foi realizada em aparelho extrator
de Soxhlet, utilizando-se éter de petréleo como solvente, segundo o procedimento
descrito em Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 1985),
com refluxo por 10 horas. Foram feitas trés extragdes individuais e independentes para

cada amostra, sendo todas as andlises realizadas em duplicata.

3.4 Determinacao das concentracoes dos acidos graxos

As concentragdes dos dcidos graxos na fragdo 6leo das sementes nos estddios de
desenvolvimento foram determinadas por cromatografia gasosa. Para compor cada
amostra foram tomadas ao acaso de 7 a 10 sementes de cada estidio de
desenvolvimento/gendtipo. No preparo da amostra, as sementes foram pulverizadas, na
presenca de nitrogénio liquido, em gral e pistilo. A extracdo dos 4cidos graxos € sua
derivatizacdo a metil-ésteres foram realizadas seguindo metodologia descrita por Jham
et al. (1982). Foram feitas trés extracdes individuais e independentes para cada amostra,

sendo as andlises realizadas em duplicata.

3.4.1 Expressao génica das m-6 e »-3 dessaturases

3.4.1.1 Extracao e purificacao de RNA

A extracao de RNA total de sementes de soja foi realizada com o reagente
Trizol® (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. As extracdes foram
realizadas em amostras de 100 mg dos gendtipos FA22 e CD219, no 5° e 8° estddios,

constituindo de trés extracdes individuais e independentes. Para compor cada amostra
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foram tomadas ao acaso 9 sementes de cada estddio de desenvolvimento/genétipo. Apos
a extracdo de RNA das amostras, foi determinada a sua concentragdo em
espectrofotometro a 260 nm. A qualidade do RNA foi avaliada pela integridade das
bandas do RNA ribossomico em gel de agarose 1,5%. A pureza foi determinada pela
razdo das absorbancias nos comprimentos de onda a 230 nm, 260 nm e 280 nm. Por fim,
o RNA total foi tratado com DNAse RNAse Free (Promega) seguindo as
recomendacdes do fabricante. As amostras foram novamente quantificadas e avaliadas

quanto a integridade, como descrito anteriormente.

3.4.2 Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 1 ug do RNA total,
utilizando a M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds a sintese de cDNA, foram realizadas reacdes de
amplificacdo controle para a verificacdo de possivel contaminagdo com DNA gendmico,
utilizando primers que flanqueiam um intron do gene de actina, permitindo assim
diferenciar o produto génico amplificado a partir de RNA ou DNA. Os primers
utilizados para as reagdes controle foram: Forward 5° CCC CTC AAC CCA AAG GTC
AAC AG 3’ e Reverse 5 GGA ATC TCT CTG CCC CAA TTG TG 3’. Cada reacdo de
amplificacdo de 25 uL foi constituida de 25 ng de cDNA; Tris-HCl 10 mM pH 8,3; KCl
50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,2 mM de cada um dos desoxirrionucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP); 0,8 uM de primers e 1 U de Taq DNA polimerase. Os ciclos de
amplificacio da reacdo de PCR foram constituidos por uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos constituidos por: uma segunda
etapa de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, uma etapa de ligacdo dos primers ao cDNA
molde a 56 °C por 1 min e 30 s e uma etapa de extensdo a 72 °C por 2 min. Apés o 35°
ciclo foi realizado um passo final de extensdo a 72 °C por 7 min. Os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TBE
1X (Tris 89 mM, acido boérico 89 mM, EDTA 2 mM) contendo 0,2 ug/mL de brometo

de etideo, e visualizados em transiluminadador e fotodocumentado.
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3.4.3 Identificacio e caracterizacao in silico dos genes das ®-6 e ®»-3 dessaturases

3.4.3.1 Obtencao das sequéncias

A identificacdo in silico dos membros da familia génica das ®-3-dessaturases e
w-6-dessaturases de soja foi realizada por meio da pesquisa utilizando palavras-chaves
apropriadas e de Blast das seqiiéncias dessas dessaturases disponiveis no GeneBank
contra o genoma da soja disponivel no banco de dados Phytozome
(http://www.phytozome.net/). As sequéncias disponiveis no GeneBank utilizadas para a

realizacdo do Blast estdo identificadas na Tabela 1.

Tabela 1: Identificacio e tamanho dos genes disponiveis no GeneBank (NCBI)
utilizados para o Blast contra o genoma da soja contido no banco de dados Phytozome.

Gene ID NCBI N° de nucleotideos CDS
FAD2-1 143920 1164
FAD2-2 L43921 1152
GmFAD3A AY204710 1131
GmFAD3B AY204711 1143
GmFAD3C AY204712 1143

As sequéncias identificadas foram caracterizadas pela presenca do dominio
conservado das dessaturases no site Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/family?entry=PF00487). Apenas as sequéncias que continham

os trés boxes caracteristicos das ®-3 e -6 dessaturases foram consideradas para

andlises subseqiientes.

3.4.3.2 Analise de expressao in silico

Para uma avaliagdo inicial da expressao dos genes que codificam as dessaturases,
foram utilizadas buscas, por meio de blastn, no banco de ESTs de soja do NCBI por
meio do SoyBase (http://soybase.org/GlycineBlastPages/), constituido de 394.070
sequéncias. O ponto de corte utilizado foi um e-value = 1e'®. Foi avaliada também a
expressdo  génica  utilizando o atlas de RNA-Seq do  Soybase

(http://soybase.org/soyseg/index.php).
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3.4.4 Analise do acimulo de transcritos das ®-6 e ®-3 dessaturases

A andlise dos niveis de transcritos foi realizada utilizando-se a metodologia de
PCR quantitativo. Primers especificos foram desenhados a partir das seqii€éncias de
nucleotideos dos cDNAs completos correspondentes aos genes que codificam as
principais m-6-dessaturases e w-3-dessaturases de dcidos graxos de soja e para quatro
genes endogenos (ACT11, UNK1, UNK2 e CONS7) previamente descritos na literatura
(Libault et al., 2008; Hu et al., 2009) (Tabela 2).

Tabela 2: Conjunto de primers utilizados no experimento de qPCR

Gene Primer F Primer R

m®-6-dessaturases

Glyma02g36460 CTCTGGCCTTTATGCCTCTGA TGCCAAGCAGTATCTTCACG
Glyma03g30070 GCGGGTGGCCGAACTGA TGGAAACAGTGAGGTGGAATGA
Glyma09¢g17170 GGCCTAATCCTCCACTCACT GTTCGAGTGATCCTGTGTTC
Glymal0g42470 GGCCAAAGTGGAAGTTCAAGG GGAGCGCTGAAAGCAGTGT
Glymal5g23200 GAAGGCCTTATGATAGATTTGCTTA CTGCAAGAATGTAATCAACACCG
Glymal9g32930 TCTGTTCTGCGCTCATTCTCA CAGCTAGGGTGAATCCTTGC
Glymal9g32940 CCAAAGCAGAAGTCCAGTATCAT  CAAGCGTGAGGGTGACGG
Glyma20g24530 CAAGGTTGCATTCTTACTGGC TGAGTGAACGGTCAAACCCAT

®-3-dessaturases
Glyma01g29630 AAGACCCATTTCGTGCCAAAAG CCCTCAGTGGTGGCAACC

Glyma02g39230 CTGCCAATAATGGATACCAACAAA TCTTAAACGGTGGAGGAGCG
Glyma03g07570 CTCTTCCACCAGTGTTTCCAC ACAGCATGTTAACCCTCTTGC
Glyma07g18350 GTGTCGATGTAATCAATGGGAG ~ AATGACATCCCTCACCACATAG
Glymal1g27190  TCTGAGGGATGTGTTGATAGTIT — AAGAGCCAGCTATTGAAGCCA
Glymal4g37350 GCTGCTAATAATGGATACCAAAAG AAACGGTGGAGGAGCACT

Glymal8g06950 TGAGGGATGTGTTGGTAGTGA AAGAACCAGCTATTGAAGCCG
Endégenos

ACTI11 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, em reagdes de 20 uL contendo 50ng de cDNA, 10,0 uL de 2X
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e primers nas concentracdes de 400
nM. As condi¢des de amplificacdo foram: uma etapa a 50 °C por 2 min, seguida de uma

etapa de 95 °C por 10 min e 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 30 s e
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anelamento e extensdo a 60 °C durante 30 s. A curva de dissocia¢do foi realizada ap6s a

amplificacdo para verificar se apenas um unico amplicon era gerado em cada reagao.

A estabilidade da expressdo dos genes enddgenos (ACT11, UNKI1,UNK2 e
CONS 7), nos genétipos FA22 e CD219, nas duas condicdes de cultivo, foi determinada
por meio do programa estatistico BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Esse programa utiliza
os dados de eficiéncia de amplificacdo e a média do Cycle Threshold (Ct) dos genes
analisados em todas as condi¢Oes testadas. A andlise pelo programa BestKeeper baseia-
se no coeficiente de variacdo do nimero Ct (CV [% Ct]) e no desvio padrao das médias
do nimero Ct para estimar a estabilidade de expressdo dos genes analisados. Além
disso, o programa cria um coeficiente de correlagdo, simbolizado por “r”, entre cada
gene analisado e a média geométrica do valor de Ct de todos os genes candidatos juntos.

Desta forma, quanto maior o coeficiente de correlacdo (r), maior a estabilidade de

expressao do gene.

A quantificacdo relativa da expressdo dos genes foi realizada pelo método do 2°
AC uma modificagdo do método 2744€ descrito por Livak & Schmittgen (2001), em que
ndo se utiliza a amostra calibradora para a realizacdo dos célculos. Os dados de
expressdo génica das réplicas bioldgicas foram normalizados seguindo a metodologia
descrita por Willems et al. (2008). Os dados sofreram uma série de correcdes
sequenciais, incluindo a transformacgdo logaritmica, centragem na média e autoscaling

(ajuste da quantificagdo em funcao do desvio padrao).

3.5 Analise estatistica

Para a realizacdo das andlises estatisticas empregou-se o programa GENES

(Cruz, 1997). As médias foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade.
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4 Resultados e discussao

4.1 Conteudo de 6leo
Os gendtipos de soja CD219, A29 e FA22 cultivados em duas casas de vegetacdo
com temperaturas na faixa de 32/27°C e 26/14°C ndo apresentaram diferencas

significativas quanto ao teor de 6leo das sementes (Figura 1).

N N
o 8]

Teor de delo bruto (g/100g grio)

10
5 M 26° / 14°C
H32°/27°C
0

CD219 A29 FA22
Figura 1: Teor de 6leo bruto em sementes de soja maduras em gendtipos contrastantes

para os teores de 4dcido oléico e linolénico cultivados sob diferentes temperaturas. As
barras representam o erro padrao da média.

Em geral, tem sido relatado que as sementes de soja desenvolvidas sob
temperaturas mais altas apresentam aumento do teor de 6leo bruto (Wilson, 2004). No
entanto, aparentemente esse tipo de resposta € cultivar-dependente. Thomas et al.
(2003) relataram que o gendtipo Bragg apresentou aumento no teor de 6leo bruto nas
sementes de soja cultivadas a 32/22°C, comparadas com o controle cultivado a 28/18°C.
Em conformidade, Ren er al. (2009) verificaram o aumento do teor de dleo bruto nas
sementes do gendtipo N98-4445A cultivadas a 37/30°C, quando comparadas com o
controle a 27/18°C. No entanto, Lanna (2002) verificou que os genétipos CAC-1 e CC4
apresentaram teor de 6elo bruto menor nas plantas cultivadas em altas temperaturas

(38/28°C), quando comparadas com o controle cultivado a 22/13°C.
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4.2 Conteudo de acidos graxos insaturados

De maneira geral, sementes maduras dos trés gendtipos apresentaram as mesmas
tendéncias quanto ao acumulo dos principais 4cidos graxos insaturados nas duas
condi¢des de cultivo: maior acimulo de 4cido oléico em plantas cultivadas a 32/27°C
(Figura 2A) e menor contetido de 4cido linoléico e linolénico a 32/27°C (Figura 2B e
2C). No entanto, a magnitude da resposta a temperatura foi dependente do gendtipo
avaliado. Os gendtipos CD219 e FA22 apresentaram diferencas significativas a 5% de
probabilidade, nas duas condicdes de cultivo, para os trés dcidos graxos insaturados.

Porém, em A29 o efeito foi observado apenas para o 4cido linolénico.

Esses resultados corroboram a observacdo de que o aumento da temperatura de
cultivo nas sementes de soja pode alterar as concentracdes dos acidos graxos
insaturados, dependendo do gendétipo avaliado (Lanna, 2002; Wilson, 2004; Oliva et al.,
2006; Byfield & Upchurch, 2007; Ren et al., 2009).

Como o gendtipo A29 ndo apresentou diferencas estatisticas no conteido de dcido
oléico e linoléico, e para o conteido de dcido linolénico os valores encontrados foram
muito préximos nas duas condi¢des de cultivo, este genétipo foi eliminado das anélises
posteriores. Deste modo, os estudos de andlise do contetido de dcidos graxos durante a
ontogenia da semente e de expressao gé€nica das dessaturases de dcidos graxos foram

feitos apenas nos genétipos FA22 e CD219.
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Figura 2: Contetidos de 4cidos graxos insaturados no 6leo de sementes maduras de soja
em genotipos contrastantes para os teores de dcido oléico e linolénico cultivados sob
diferentes temperaturas. As barras representam o erro padrdo da média. Médias
marcadas com um asterisco dentro do mesmo gendtipo diferem estatisticamente pelo
teste t a 5% de probabilidade.
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As variacdes do conteido de 4acido oléico, linoléico e linolénico durante a
ontogenia da semente de soja sdo apresentados nas Figura 3, 4 e 5. No genétipo CD219
a temperatura teve influencia diferenciada dependendo do estddio de desenvolvimento
da semente: nos estddios iniciais (1° e 2° estddio) as plantas cultivadas em menor
temperatura (26/14°C) apresentaram maior conteido de 4cido oléico e nos estadios
finais (7° ao 10° estddio) as plantas cultivadas em maior temperatura (32/27°C)
apresentaram maior conteido de &cidos oléico (Figura 3A). No gendtipo FA22, o
conteddo de dcido oléico foi maior nas plantas cultivadas em temperaturas elevadas, a

partir dos estadios iniciais (3° estadio) (Figura 3A).

A temperatura ndo provocou alteragdes no conteiudo de 4cido linoléico nos
estddios iniciais e intermedidrios de CD219 (1°, 3°, 4° 5° e 6°) mas a partir do 7°
estddio pode-se observar maior acimulo desse dcido graxo nas plantas cultivadas em
temperaturas menores (26/14°C) (Figura 4A). No gendtipo FA22 essa alteracdo foi

perceptivel a partir do 5° estddio de desenvolvimento (Figura 4B).

O aumento da temperatura provocou a redu¢@o no acimulo de dcido linolénico no
genotipo CD219 a partir do 6° estddio de desenvolvimento da semente (Figura 5A). J&
para o gendtipo FA22 esse efeito foi observado em todos os estddios de

desenvolvimento da semente avaliados (Figura 5B).

A partir desses dados, foram selecionados o 5° e 8° estddios de desenvolvimento
para a realizacdo do experimento de expressdao génica das dessaturases, com intuito de
elucidar os mecanismos moleculares que levam ao maior acimulo de 4cido oléico nas
sementes maduras de gendtipos cultivados em altas temperaturas € ao maior acimulo de

acido linoléico e linolénico em gendtipos cultivados em baixas temperaturas.
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Figura 3: Conteddo de 4cido oléico no 6leo durante a ontogenia de sementes de soja em
gendtipos contrastantes para os teores de acido oléico cultivados sob diferentes
temperaturas. 3A — CD219; 3B — FA22. Os asteriscos indicam os estadios de
desenvolvimento em que a temperatura teve efeito significativo pelo teste t a 5% de

probabilidade.
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Figura 4: Contetudo de 4cido linoléico no 6leo durante a ontogenia de sementes de soja
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desenvolvimento em que a temperatura teve efeito significativo pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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4.3 Expressao génica das ©-6 e ®-3 dessaturases

4.3.1 Obtencao das sequéncias

As buscas pelas sequéncias das dessaturases de dcidos graxos de soja no banco de
dados Phytozome permitiu a identificacdo de 15 potenciais genes da familia das
dessaturases: Glyma01g29630; Glyma02g36460; Glyma02g39230; Glyma03g07570;
Glyma03g30070; Glyma(07g18350; Glyma(09g17170; Glymal0g42470;
Glymall1g27190; Glymal4g37350; Glymal8g06950; Glymal5g23200;
Glymal9g32930; Glyma19g32940 e Glyma20g24530.

As dessaturases de 4cidos graxos possuem trés boxes de histidina que se ligam a
atomos de ferro e compdem o sitio ativo da enzima. As sequéncias desses boxes foram
conservadas ao longo da evolucdo e a partir da sua andlise € possivel classificar as
dessaturases em diferentes subfamilias (Hashimoto et al., 2008; Chi et al., 2011). As
sequéncias de aminodcidos com a identificacdo dos boxes de histidina e dos dominios
trans-membrana das ®-6 e ®-3 dessaturases, respectivamente, sdo apresentadas nas

Figuras 6 e 7.

Com base nas sequéncias de aminodcidos dos boxes de histidina foi possivel
diferenciar a m-6-dessaturase cloroplastidial (Glyma02g36460) das demais do reticulo
endoplasmadtico (Glyma03g30070; Glyma09¢g17170; Glymal0g42470;
Glymal5g23200; Glymal9g32930; Glymal9g32940; Glyma20g24530). As sequéncias
de aminodcidos do trés boxes de histidina da Glyma02g36460 saio HDCAHR; HDRHH
e HIPHH, enquanto que nas w-6-dessaturases do reticulo endoplasmatico sao HECGH;

HRRHH e HVA/VHH (Figura 6).

O gene Glyma02g36460 ¢ designado GmFADG6 e ja foi clonado anteriormente
(William et al., 1994) (Tabela 3). Outros seis genes de w-6-dessaturases ja haviam sido
identificados  anteriormente: =~ GmFAD2-1A  (Glymal0g42470) GmFAD2-1B
(Glyma20g24530); GmFAD2-2A (Glymal9g32930); GmFAD2-2B (Glymal9g32940);
GmFAD2-2C (Glyma03g30070) e FAD2-3 (Heppard et al., 1996; Tang et al., 2005; Li
et al., 2007; Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011).
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Tabela 3: Potenciais genes da familia das w-6-dessaturases

Gene Phytozome  Nome anterior Referéncias

Glyma02g36460  GmFADG6 William et al., 1994

Glyma03g30070  GmFAD2-2C Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011
Glyma(09g17170

Glymal0g42470 GmFAD2-1A Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011
Glymal5g23200

Glymal9g32930  GmFAD2-2A Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011
Glymal9g32940  GmFAD2-2B Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011
Glyma20g24530 GmFAD2-1B Schlueter et al., 2007 e Chi et al., 2011

Os outros 7 genes (Glyma01g29630; Glyma02g39230; Glyma03g07570;
Glyma07g18350; Glymallg27190; Glymal4g37350; Glymal8g06950) apresentaram
residuos de aminodcidos no box de histidina caracteristicos de ®-3-dessaturases
HDCGH; HRTHH e HVIHH. Todavia, apenas com essa andlise ndo foi possivel

diferenciar qual sequencia € de reticulo endoplasmatico ou cloroplasto.

Alguns genes das ®-3-dessaturases ja haviam sido descritos anteriormente na
literatura (Tabela 4). Bilyeu et al. (2003) identificaram trés genes de w-3-dessaturases
microssomais: GmFAD3A (Glymal4g37350), GmFAD3B (Glyma02g39230) e
GmFAD3C (Glymal8g06950). Enquanto que outros trés genes foram previamente
descritos como ®-3-dessaturases cloroplastidiais: GmFAD7-2 (Glyma07g18350)
(Andreu et al., 2010), GmFADS-1 (Glyma01g29630) e GmFADS-2 (Glyma03g07570)
(Chi et al., 2011).

Tabela 4: Potenciais genes da familia das o-3-dessaturases

Gene Phytozome Nome anterior Referéncias
Glyma01g29630 GmFADS8-1 Chietal., 2011
Glyma02g39230 GmFAD3B Bilyeu et al., 2003
Glyma03g07570 GmFADS-2 Chietal., 2011
Glyma07g18350 GmFAD7-2 Chiet al., 2011
Glymallg27190

Glymal4g37350 GmFAD3A Bilyeu et al., 2003
Glymal8g06950 GmFAD3C Bilyeu et al., 2003

Andreu et al. (2010) descreveram a existéncia de um quarto gene responsavel pela
biossintese = de  ®-3-dessaturases  cloroplastidial ~denominado = GmFAD7-1
(Glymal8g43210). No entanto, pela andlise das sequencias de aminodcidos nao foi
possivel identificar os trés box de histidina caracteristicos das dessaturases o que indica
que essa enzima nao seja funcional, dessa forma optou-se pela ndo inclusiao desse gene
nas andlises posteriores.
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Figura 6: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das w-6-dessaturases de soja. Os
boxes de histidina estdo destacados em vermelho e os dominios trans-membrana, em

cinza.
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Figura 7: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das ®-3-dessaturases de soja. Os
boxes de histidina estdo destacados em vermelho e os dominios trans-membrana, em

cinza.
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A anélise in silico do nimero de transcritos de cada gene permitiu identificar que
onze dos quinze genes de dessaturases identificados apresentaram apenas um tipo de
transcrito (Tabela 5). Dentre os genes que podem exibir splicing alternativo estdo o
Glyma20g24530, que apresentou cinco formas de transcritos, € os Glyma03g30070,
Glymal4g37350 e Glyma01g29630, que apresentaram duas formas de transcritos cada.
As diferencas entre os transcritos alternativos nesses genes foram encontradas
principalmente nas regides ndo codificantes. O desenho de primers para os
experimentos de expressdo génica foi realizado de forma que com um unico par de
primers fosse possivel a amplificacdo de todos os transcritos alternativos de cada gene

de dessaturase.

Tabela 5: Caracteristicas dos diferentes transcritos dos genes das dessaturases de dcidos

graxos de soja

Gene Transcrito N°depbdo N°depbdo N°depb
transcrito CDS descrito do 5’
UTR antes do
ATG
Glyma02g36460 Glyma02g36460.1 1931 1326 104
Glyma03g30070 Glyma03g30070.1 1559 1163 76
Glyma03g30070.2 1559 1152 87
Glyma(09g17170 Glyma(09g17170.1 1161 1161 -
Glymal0g42470 Glymal0g42470.1 1569 1164 234
Glymal5g23200 Glymal5g23200.1 764 764 -
Glymal9g32930 Glymal9g32930.1 963 963 -
Glymal9g32940 Glymal9g32940.1 1581 1152 94
Glyma20g24530 Glyma20g24530.1 1427 1164 42
Glyma20g24530.2 1544 1164 159
Glyma20g24530.3 1571 1164 186
Glyma20g24530.4 1672 1164 287
Glyma20g24530.5 1433 1140 72
Glyma01g29630 Glyma01g29630.1 2484 1359 650
Glyma01g29630.2 2393 1359 559
Glyma02g39230 Glyma02g39230.1 1429 1143 103
Glyma03g07570 Glyma03g07570.1 2393 1362 687
Glyma07g18350 Glyma07g18350.1 2130 1362 442
Glymallg27190 Glymall1g27190.1 1353 1146 64
Glymal4g37350 Glymal4g37350.1 1433 1131 96
Glymal4g37350.2 1456 833 96
Glymal8g06950 Glymal8g06950.1 1385 1143 35
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4.3.2 Analise de expressao in silico

O estudo da expressdao génica tem demonstrado ser uma importante ferramenta no
entendimento dos processos bioldgicos em nivel molecular. Estes estudos podem ser
utilizados na identificacdo de redes de genes expressos no desenvolvimento do
organismo ou até mesmo na determinacdo da funcdo de um gene a partir da resposta a

um estimulo externo.

O Soybase possui a ferramenta RNA-Seq Atlas que permite a andlise
trancripitdmica in silico, podendo verificar a expressao génica em um banco de dados
de microarranjos de DNA em 14 tipos de tecidos da soja. Os valores de expressdao dos
genes das m-6-dessaturases e -3-dessaturases, utilizando o RNA-Seq Atlas, sdo

apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Dentre as -6-dessaturases pode-se verificar que genes Glyma02g3646,
Glyma03g30070 e Glymal9g32940 apresentam expressao em folhas, flor, vagem, raiz,
nodulo e sementes em desenvolvimento (Tabela 6). Esses genes apresentam maior
expressao nos estadios iniciais do desenvolvimento da semente. Em contrapartida, os
genes Glymal0g42470 e Glyma20g24530 apresentam expressdo maior nos estadios
finais do desenvolvimento da semente. Os genes Glyma09g17170 e Glymal5g23200
apresentam baixa expressdo nos diferentes tecidos avaliados e durante o
desenvolvimento das sementes. J4 o gene Glymal9g32930 ndo apresentou expressao

em nenhum tecido avaliado.

Os genes das -3-dessaturases apresentaram expressao em todos os tecidos
avaliados (Tabela 7). Durante o desenvolvimento das sementes o0s genes
Glyma01g29630, Glyma02g39230 e Glyma03g07570 sofreram pouca variagdo nos
niveis de expressdo. J4 o gene Glymal8g06950 teve maior expressdo nos estddios
iniciais e intermedidrios, e o gene Glymal4g37350 apresentou maior expressao nos

estadios finais do desenvolvimento da semente.

Para complementar as andlises realizadas in silico foi realizado um virtual
northern blotting (VNB) utilizando o banco de EST do NCBI. A representatividade no
banco de dados e a expressao tecido-especifica de cada transcrito foram avaliadas e
estdo representadas nas Figura 8 para as m-6-dessaturases e Figura 9 para as ®-3-

dessaturases.
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Tabela 6:Anélise in silico do trancriptoma das m-6-dessaturases no Atlas de RNA-Seq do Soybase.

Gene Folha flor vagem vagem vagem semente semente selnente semente semente semente semente raiz nédulo
lem 10DAF 14DAF 10DAF 14DAF 21DAF 25DAF 28DAF 35DAF 42DAF

Glyma02g36460 21 11 8 9 8 14 4 o ! | 1 0 3 4
Glyma03g30070 112 69 174 116 204 12 40 40 i 1 s 1y 32 13
Glyma(09g17170 0 4 0 0 0 0 0 0 1 | 1 ! 0 4
Glymal0g42470 4 0 0 0 0 0 1 8 63 U3 2 262 0 0
Glymal5g23200 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Glymal9g32930 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Glymal9g32940 299 102 259 280 197 2l 48 62 44 i il 16 33 114
Glyma20g24530 2 0 0 0 0 0 10 54 411 288 ‘D 668 0 0

Tabela 7:Anélise in silico do trancriptoma das m-3-dessaturases no Atlas de RNA-Seq do Soybase.

Gene Folha flor Y28CM vagem  vagem semente semente semente semente semente semente semente . (40
lem 10DAF 14DAF 10DAF [14DAF 21DAF 25DAF 28DAF 35DAF 42DAF
Glyma01g29630 25 9 7 10 15 kS - ks 2 2 ) 1 2 1
Glyma02g39230 19 11 29 48 25 3 13 1 i 8 I / 10 10
Glyma03g07570 24 12 5 6 8 5 - 3 3 4 4 3 2 2
Glyma07g18350 1 4 2 10 15 1 1 1 0 1 0 1 2
Glymallg27190 4 1 2 2 1 1 4 - 2 1 0 0 2 1
Glymal4g37350 5 4 3 2 3 6 3 5 8 18 10 4 1
Glymal8g06950 32 4 13 13 3 1/ e G S > 10 8 1 1
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Figura 8: Avaliacdo da representatividade e expressao tecido-especifica dos genes das
m-6-dessaturases em um banco composto de 394.070 ESTs
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Figura 9: Avaliacdo da representatividade e expressao tecido-especifica dos genes das
-3-dessaturases em um banco composto de 394.070 ESTs.

Quinze genes das ®-3 e ®-6 dessaturases apresentaram expressdao em diferentes
tecidos, como: flores, broto, caule, raiz, vagem, tegumento e em sementes. Apenas o
gene Glyma09gl17170 ndo apresentou nenhum hit no blast realizado contra as
bibliotecas de ESTs do NCBI. Esse dado juntamente com os resultados de expressao in
silico no Atlas de RNA-seq do Soybase indicam que esse gene tenha uma expressao

reduzida ou até mesmo ndo seja expresso.
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As sequéncias dos genes Glymal0g4270 e Glyma20g4530 (w-6-dessaturases)
apresentaram mais de 80 hits em sementes no Blast realizado nas bibliotecas de ESTs
do NCBI (Figura 8). Em conformidade, essas mesmas sequéncias sdo as que
apresentaram maiores hits na andlise in silico do transcripitoma no Atlas de RNA-Seq do
Soybase durante o desenvolvimento da semente (Tabela 4) e nas andlises do
Genevestigator (banco de dados de microarranjos de DNA) realizadas por Chi (2011),
suportando a hipétese de que esses genes sdo os principais codificadores das ®-6
dessaturases envolvidas na biossintese de dcido linoléico em sementes de soja em

desenvolvimento.

As sequéncias dos genes Glyma02g3923; Glymal1g27190, Glymal4g37350 e
Glymal8g06950 (w-3-dessaturases) apresentaram um grande numero de hits em
sementes no blast realizado nas bibliotecas de ESTs do NCBI (Figura 9). Esses dados
corroboram os dados apresentados na andlise in silico do transcriptoma no Atlas de
RNA-Seq do Soybase durante o desenvolvimento da semente (Tabela 5). Andlises da
expressdo das -3-dessaturases no Genevestigator realizadas por Chi (2011) foi
possivel verificar que o Glymal4g37350 foi o que apresentou a maior expressao em
sementes. Em conjunto, esses dados dao suporte a hipdtese que esses sdo os principais
genes envolvidos na biossintese de dcido linolénico em sementes de soja em

desenvolvimento.

4.3.3 Acamulo de transcritos das -6 e ®-3 dessaturases

O efeito da temperatura de cultivo na expressdao dos genes das dessaturases de
acidos graxos foram determinados nos gendtipos FA22 e CD219 no 5° e 8° estadio de
desenvolvimento das sementes. Inicialmente, foram padronizadas as condi¢des de
reacOes para a validacdo dos primers nos experimentos. A eficiéncia de amplificacio de
cada um dos primers foi calculada plotando-se graficamente os valores obtidos de Ct no
eixo das ordenadas e o logaritmo dos valores de cada diluicao no eixo das abscissas. O
valor do coeficiente angular (s) da reta é utilizado para o célculo da eficiéncia,

o)

utilizando a férmula: Eficiéncia PCR = (1 — 1) x 100. Coeficiente com valor de -

3,32 indica que a reacdo de PCR apresenta 100% de eficiéncia (Ginzinger, 2002).

Dentre os 18 genes avaliados, apenas dois (Glyma09g17170 e Glymal9g32930)

tiveram primers com eficiéncias de amplificacdo inferiores a 80%, ndo sendo indicada a
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utilizagdo nas andlises de expressdo génica. Esse fato se deve principalmente a baixa
expressdo desses genes nas sementes pois apresentaram valores de Ct muito alto, até
mesmo nos pontos de maior concentracdo de cDNA. As demais eficiéncias de
amplificacdo dos primers foram em sua maioria superior a 90% (Tabela 8). Esses
valores elevados de eficiéncia validam o experimento e consequentemente permitem as
andlises de quantificacdo de transcrito utilizando o método 22 (Livak & Schmittgen,

2001).

Tabela 8: Célculo da eficiéncia de amplificagdo dos pares de primers utilizados nas
reacoes de PCR em tempo real

Gene Coeficiente angular r* Eficiéncia (%)
Glyma02g36460 -3,558 0,995 91%
Glyma03g30070 -3,287 0,984 99%
Glymal0g42470 -3,489 0,997 93%
Glymal5g23200 -3,431 0,988 96%
Glymal9g32940 -3,252 0,997 97%
Glyma20g24530 -3,592 0,998 90%
Glyma01g29630 -3,3182 0,996 99%
Glyma02g39230 -3,579 0,996 90%
Glyma03g07570 -3,206 0,954 94%
Glyma07g18350 -3,0901 0,997 90%
Glymallg27190 -3,249 0,997 96%
Glymal4g37350 -3,035 1,000 86%
Glymal8g06950 -3,342 0,985 99%

ACT11 -3,597 0,995 90%
UNK1 -3,14 0,978 92%
UNK2 -3,102 0,999 90%
CONS7 -3,474 0,998 94%

* r coeficiente de correlag@o da curva de eficiéncia.

Os parametros estatisticos para a investigacdo da estabilidade da expressdo dos
quatro genes enddgenos (ACT11, UNKI1, UNK2 e CONS7) estdo nas Tabelas 9 e 10.
Quanto maior o coeficiente de correlacdo (r) e menor o desvio padrdo, maior a
estabilidade de expressdo do gene, o que aumenta a chance deste gene ser selecionado
como controle endégeno. Conforme mostrado na Tabela 7 todos os genes endégenos
testados nas sementes do 5° estddio de desenvolvimento apresentaram elevado
coeficiente de correlacdo (r > 0,90) e desvio padrdao baixo (menor que 2). Assim, 0s
quatro genes apresentam expressao estavel na condi¢do experimental avaliada e foram

utilizados em conjunto para os cédlculos de quantificacio relativa da expressao génica
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das dessaturases de soja. Porém, nas sementes no 8° estddio de desenvolvimento o gene
CONST7 ndo se apresentou estavel e dessa forma ndo foi incluido nas andlises para esse

estadio de desenvolvimento (Tabela 10).

Tabela 9: Dados estatisticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes
enddgenos avaliados no 5° estddio de desenvolvimento

Parametro estatistico ACT11 UNK1 UNK2 CONS7
Média geométrica [dos CTs] 21,29 26,04 28,11 24,36
Desvio Padrao [+ Cr] 0,81 0,35 0,52 0,67
Coeficiente de variagdo [% Cr]* 3,79 1,34 1,86 2,75
Desvio padrao [+ x-fold]** 1,68 1,25 1,40 1,59
Coeficiente de correlacao [r] 0,991 0,926 0,984 0,984
p-value 0,001 0,001 0,001 0,001

* Coeficiente de variag@o, expresso como porcentagem do nimero do Ct.
** Desvio padrdo dos coeficientes absolutos.

Tabela 10: Dados estatisticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes
enddgenos avaliados no 8° estddio de desenvolvimento

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

* Coeficiente de variag@o, expresso como porcentagem do nimero do Ct.
** Desvio padrdo dos coeficientes absolutos.

Os dados normalizados de expressdo génica relativa comparativos entre os 13
genes avaliados sdo apresentados nas Figuras 10, 11, 12 e 13. Em todas as condic¢odes
testadas os genes das -6-dessaturases GlymalOg42470 e Glyma20g24530
apresentaram os maiores valores de expressdo relativa, corroborando os dados de
expressdo in silico (Tabela 6 e Figura 9). Esses dois genes apresentam expressao
semente-especifica e sdo tidos como os principais responsaveis pela biossintese de ®-6-

dessaturases de acidos graxos destinados a reserva (Heppard et al., 1996; Li et al.,

2008).
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Figura 10: Expressio génica relativa das dessaturases em sementes de soja em desenvolvimento no gendtipo CD219 cultivada a 26°/14°C. 10A -
Sementes no 5° estddio de desenvolvimento (176 a 225 mg). 10B - Sementes no 8° estddio de desenvolvimento (375 a 425 mg). as barras

representam o erro padrdo da média.
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Figura 11: Expressdo génica relativa das dessaturases em sementes de soja em desenvolvimento no genétipo CD219 cultivada a 32°/27°C. 11A -
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Figura 13: Expressdo génica relativa das dessaturases em sementes de soja em desenvolvimento no genétipo FA22 cultivada a 32°/27°C.
13A - Sementes no 5° estddio de desenvolvimento (176 a 225 mg). 13B - Sementes no 8° estddio de desenvolvimento (375 a 425 mg). As barras

representam o erro padrdo da média.
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Nas ®-3-dessaturases, os genes Glyma02g39230; Glymal4g37350 e
Glymal8g06950 apresentaram os maiores valores de quantificagdo relativa frente aos

demais genes das ®-3-dessaturases, confirmando os dados de expressdo in silico

(Tabela 5 e Figura 9) e por Bilyeu et al. (2003).

Os dados normalizados de expressdo génica relativa das -6-dessaturases
comparativos para os genotipos CD219 e FA22 nas duas temperaturas de cultivo sdo
apresentados nas Figuras 14 e 15. Dos seis genes avaliados, dois (Glymal0g42470 e
Glyma20g24530) apresentaram o aumento no acumulo de transcritos em fung¢do da
maior temperatura (32/27°C) de cultivo das sementes no 5° e 8° estddio de
desenvolvimento. Essa diferenca observada é contrdria a esperada, uma vez que o
aumento da temperatura leva a reducdo do conteido de acidos graxos polinsaturados

(linoléico e linolénico).

Resultados semelhantes foram encontrados por Happard et al. (1996) em que foi
verificado aumento de oito vezes na expressio do gene Glymal0g42470 em
temperaturas mais elevadas e por Schlueter (2007) que verificou o aumento nos niveis
de expressao do gene GlymalO0g42470 e Glyma20g24530 nas temperaturas mais
elevadas. O aumento nos niveis de transcritos desses genes possivelmente se deve ao
fato da instabilidade das m-6-dessaturases em altas temperaturas (Heppard et al., 1996;

Tang et al., 2005).

Assim como os genes Glymal0g42470 e Glyma20g24530, em sementes do 5°
estdidio de desenvolvimento do gendtipo FA22 os genes Glymal5g23200 e
Glymal9g32940 apresentaram maior expressdo quando as plantas foram cultivadas na

temperatura mais elevada (Figura 14).

O gene Glyma03g30070 ndo apresentou expressdo diferenciada em funciao da
temperatura de cultivo (Figura 14 e 15). Contrariamente, Schlueter et al. (2007)
verificaram que esse gene apresenta nivel de expressdao oito vezes menor em plantas
cultivadas em temperaturas elevadas em relacdo a plantas cultivadas em baixas
temperaturas. Segundo Schlueter er al. (2007), o gene Glyma03g30070 é o principal
responsavel pelas alteracdes no conteudo de acido oléico/linoléico frente as variacoes de
temperatura. Possivelmente as diferencas observadas entre o presente estudo e os de

Schlueter et al. (2007) se devam aos diferentes genétipos avaliados.
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Figura 14: Expressdo génica das ®-6-dessaturases em sementes de soja no 5° estddio de desenvolvimento (176 a 225 mg) em gendtipos
contrastantes para os teores de 4cido oléico e linolénico cultivados sob diferentes temperaturas. As barras representam o erro padrao da média.
Médias marcadas com um asterisco dentro do mesmo genétipo diferem estatisticamente pelo teste t a 5% de probabilidade.

55



15A I15B 15C

1,4 8 1,8 *
Glyma02g36460 Glyma03g30070 ’ Glymal0g42470 *
7 16
1,2 © ’
= = 6 z 14
" 1 & &
9] o o 1.2
18 08 ’8 zg !
2 g 8
S o6 3 8 os
= E= 3 =
£ S £ 06
< 04 5 5 s
5 8 8 0,4
(e}
0,2 1 0,2
0 0 0
CD219 FA22 CD219 FA22 CD219 FA22
2 1,6 5
Glyma15g23200 Glymal9g32940
18 14 1,8 Glyma20g24530
T 16 g g 1 *
=] =12 =
© 1,4 fT‘j % 1,4
et 1,2 ; 1 ; 1,2
o
18 1 l&0,8 '8 1
© © 3
S 08 & 0,6 & 08
[ = —_
2 06 £ T 06
© m 0,4 ] s 1106
S’ 04 8 CD! 04 W 26°/14°C
. 0,2 032 m32°/27°C
0 0 0
€D219 FA22 €D219 FA22 cD219 FA22

Figura 15: Expressdo génica das ®-6-dessaturases em sementes de soja no 8° estddio de desenvolvimento (375 a 425 mg) em gendtipos
contrastantes para os teores de 4cido oléico e linolénico cultivados sob diferentes temperaturas. As barras representam o erro padrao da média.
Médias marcadas com um asterisco dentro do mesmo gendtipo diferem estatisticamente pelo teste t a 5% de probabilidade.

56



Apenas o gene Glyma02g36460 em sementes do 8° estddio de desenvolvimento
do gendtipo FA22 apresentou alteracdes no perfil de expressdo que pudessem explicar
as alteracOes no conteido de 4cido oléico/linoléico em fungdo da temperatura de
cultivo. No entanto, esse gene codifica uma ®-6-dessaturase cloroplastidial que é
responsdavel principalmente pela biossintese se dcidos graxos direcionados as
membranas celulares, contribuindo muito pouco para o contetido total de dcidos graxos
nas sementes. Desta forma, outros mecanismos de regulacio pds transcricionais podem
estar modulando a atividade das ®-6-dessaturases em fun¢do da temperatura de cultivo

nos genotipos FA22 e CD219.

Cheesbrough (1989) avaliou a atividade enzimaética das dessaturases em plantas
cultivadas inicialmente em casa de vegetacdo com temperaturas de 28/25°C e
posteriormente cultivadas por 20 h a 20°C e 25°C. As atividades de ®-3 e ®-6
dessaturases foram, respectivamente, 94 e 10 vezes mais ativas, nas sementes cultivadas
tanto a 20°C como a 25°C. Esses resultados sugerem que as dessaturases podem ser
rapidamente reguladas devido a alteracdes na temperatura.

Muitas teorias tém sido propostas para explicar a variacdo da atividade das ®m-6-
dessaturases frente a variacdes da temperatura de cultivo. Inicialmente, acreditava-se
que a diferenca de solubilidade de O, no citoplasma pudesse regular atividade da
enzima. Uma teoria alternativa sugere que este fendmeno possa ser devido a modulagdo
da fluidez da membrana, de forma a alterar a exposi¢do do sitio ativo da enzima no
citosol. Os modelos sdo bastante interessantes, mas nao descrevem adequadamente o
mecanismo bioldgico que medeia os efeitos da temperatura sobre a atividade de
dessaturase (Wilson, 2004).

Atualmente, acredita-se que a atividade possa ser regulada por eventos de
transdugdo de sinais que resultam na fosforilagdo da enzima. Tang (2005) sugere que o
residuo de serina na posi¢ao 185 da w-6-dessaturase, possa ser fosforilado por cinases.
A substituicdo do residuo de serina 185 por aspartato ou glutamato resultou na reducao
da atividade, indicando que a fosforilagdo leva a inibi¢do da atividade enzimética.

Além disso, a meia vida da enzima pode ser mediada por mecanismos de
ubiquiniacdo e degradacdo via proteassoma (Tang et al., 2005). A partir de anélises
protedmicas de sementes de soja do gendtipo Ningzhen foi possivel verificar a reducao

do acimulo de proteinas de ®-6-dessaturases com o cultivo da soja a 40/30°C e
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100/70% umidade relativa do ar, quando comparadas com plantas cultivadas a 30/20°C

e 70% umidade relativa do ar (Wang et al., 2012).

Os dados normalizados de expressdo génica relativa das -3-dessaturases
comparativos nas duas temperaturas de cultivo sdo apresentados nas Figura 16 e 17. Os
genes Glyma01g29360, Glyma03g07570 e Glyma07g18350 ndo apresentaram variagcdo
nos niveis de expressio em funcdo da temperatura de cultivo. Esses trés genes
codificam ®-3-dessaturases cloroplastidiais, evidenciando mecanismos de regulacdo

similares para esses genes frente a variacdes da temperatura de cultivo.

Os genes Glymallg27190 e Glymal4g37350 apresentaram redu¢do no acimulo
de transcritos quando as semente foram cultivadas em temperaturas mais elevadas
(32/27°C) apenas no genétipo FA22. O gene Glymal8g06950 apresentou perfil de
expressao que pude explicar as alteracdes no conteido de 4cido linoléico/linolénico nos
genotipos FA22 e CD219 em func¢do da temperatura nos dois estddios avaliados. O gene
Glyma02g39230 apresentou o mesmo efeito em funcdo da temperatura de cultivo,

porém apenas no 8° estadio de desenvolvimento.

Esses dados corroboram os estudos realizados por Byfield & Upchurch (2007),
em que foram avaliados os genes Glymal4g37350, Glyma02g39230 e Glymal8g06950
em trés temperaturas de cultivo (30/29°C, 26/22°C e 22/18°C) nos gendtipos de soja
Dare, N99-3170 e NO1-3544. Em sementes com 35 dias apds florescimento, o acimulo
de transcrito reduziu de 5 a 15 vezes para o gene Glymal4g37350, 2 a 9 vezes para o
gene Glyma02g39230 e 2 a 3 vezes para o gene Glymal8g06950 em sementes
desenvolvidas em um ambiente quente (30/26°C) vs. ambientes normais (26/22°C) ou
frios (22/18°C). As redugdes dos niveis de transcritos dos genes foram positivamente
associadas a reducdo no contetido de 4cido linolénico nas sementes dos trés gendtipos

analisados.

Desse modo, a regulagdo transcricional do gene da ®-3-dessaturase, pelo menos
em parte, explica as alteracio na composicdo de acidos graxos em diferentes

temperaturas nos genétipos avaliados.
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Figura 16: Expressdo génica das m-3-dessaturases em sementes de soja no 5° estddio
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5

Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

» Naio foi observado efeito significativo da temperatura de cultivo no teor de

6leo bruto em sementes maduras dos genétipos CD219, A29 e FA22;

» O aumento da temperatura de cultivo da soja promoveu o aumento do
conteido de 4cido oléico e reducdo do contetido de &4cidos linoléico e

linolénico nos gendtipos CD219 e FA22 em sementes maduras;

» Os perfis do acimulo de 4cido graxos insaturados durante a ontogenia das
sementes foram diferenciados em fun¢do do gendtipo. FA22 apresentou
maior conteddo de 4cido oléico e menor conteddo de dcido linolénico em
sementes cultivadas em alta temperatura em todos os estddios de
desenvolvimento. Enquanto que em CD219 esse efeito foi observado

apenas nos estadios finais;

» Quinze genes foram identificados como potenciais constituintes da familia
das dessaturases: 8 referentes referente as ®-6-dessaturases e 7 referentes

as m-3-dessaturases;

»0Os genes Glymal0g42470 e Glyma20g24530 (m-6-dessaturases)
apresentaram os maiores valores de expressdo relativa em sementes de

soja em desenvolvimento;

»Os genes Glyma02g39230; Glymal4g37350 e Glymal8g06950 (m-3-
dessaturases) apresentaram os maiores valores de expressao relativa em

sementes de soja em desenvolvimento;

»0Os genes das m-6-dessaturases Glymal(0g42470, Glymal5g23200 e
Glyma20g24530 apresentaram maior acimulo de transcritos na faixa de
temperaturas mais elevadas (32/27°C) de cultivo nas sementes em

desenvolvimento, indicando outros niveis de regulagao;

» O gene da ®-3-dessaturases Glymal8g06950 apresentou perfil de expressiao
que pudessem explicar as alteracdes no conteido de dcido
linoléico/linolénico nos gendtipos FA22 e CD219 em fungdo da

temperatura nas sementes de soja em  desenvolvimento.
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Capitulo II - Avaliacao do efeito da substituicao alélica das »-3-
dessaturases de acidos graxos insaturados em soja com base em

marcadores SNPs
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1 Resumo

Devido 2 alta instabilidade oxidativa do 4cido linolénico (18:3A*%), existe um
grande interesse no desenvolvimento de genétipos superiores de soja que apresentem
reduzidos teores desse dcido graxo. A sintese do acido linolé€nico € catalisada por ®-3-
dessaturases, tendo o acido linoléico como substrato. Trés genes (FAD3A, FAD3B e
FAD3C) vem sendo descritos como os principais responsaveis pela expressao das ®-3-
dessaturases em sementes de soja. A selecdo assistida por marcadores moleculares para
esses trés genes pode otimizar o processo de obtengdo de gendtipos superiores. Assim, o
principal objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da substitui¢do alélica das ®-3-
dessaturases de dcidos graxos insaturados em soja com base em marcadores SNPs, para
validar a associacdo de marcadores moleculares para os genes FAD3A, FAD3B e
FAD3C com o conteido de &cido linolénico. Foram genotipadas 185 progénies F,
derivadas do cruzamento entre A29 (mutante para os trés genes FAD, 1% de 18:3A%%%)
e Tucunaré (genétipo selvagem, 11% de 18:3A%%?). Os resultados demonstram que os
marcadores moleculares para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C foram eficientes no
monitoramento do contetido de acido linolénico nas populacdes segregantes F, e F,.3.
Além disso, as substituicdes dos alelos no loco FAD3A proporcionam maiores
varia¢des no conteido de 4cido linolénico que as substituicdes nos outros dois locos. A
partir desses dados, espera-se que seja possivel introduzir os alelos recessivos dos genes
FAD3A, FAD3B e FAD3C da linhagem A29 em genétipos elites do Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do BIOAGRO/UFV e desenvolver
linhagens de soja especiais para a agroindustria apresentando baixos teores do acido

linolénico.

2 Introducao

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do 6leo sdo diretamente afetadas
pela sua composicao de dcidos graxos. A grande diversificagdo na utiliza¢do do 6leo de
soja tem demandado o desenvolvimento de gendtipos com composi¢do modificada de
acidos graxos, mais apropriada para o desenvolvimento de cada tipo de produto.
Especificamente para 6leos destinados a frituras e a producio de biodiesel existe grande

interesse no aumento do teor de 4cido oléico e reducdo nos teores dos dcidos linoléico e
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linolénico, visando principalmente o aumento da sua estabilidade oxidativa (Costa Neto
et al., 2000; Farhoosh et al., 2009; Gerde et al., 2007; Knothe, 2007; Ramos et al.,
2009).

A composi¢ao final de 4cidos graxos € influenciada pelo ambiente, por fatores
genéticos e pela interagcdo entre eles. Varios fatores t€m sido citados como indutores de
alteracoes no processo de biossintese de lipideos, dentre os quais se destaca a
temperatura de cultivo durante o enchimento das vagens. O aumento da temperatura de
cultivo da soja, normalmente provoca o aumento no conteido do dcido oléico e redugao
nos conteuidos dos acidos linoléico e linolénico (Oliva et al., 2006). Devido ao efeito
ambiental, a selecdo para baixo conteddo de dcido linolénico baseada apenas em dados
fenotipicos nao tem se mostrado eficiente nos diferentes programas de melhoramento de

soja (Wilson, 2004).

Os genes FAD3A (Glymal4g37350), FAD3B (Glyma02g39230) e FAD3C
(Glymal8g06950), que codificam ®-3-dessaturases, afetam diretamente o acimulo de
acido linolénico em sementes de soja. A utilizacdo de marcadores moleculares
associados a esses genes t€ém se mostrado promissora na sele¢ao de gendtipos superiores

com reduzidos teores desse dcido graxo (Bilyeu et al., 2005 ; Bilyeu et al., 2006).

Gendtipos mutantes que possuem baixos teores de dcido linol€nico ja tiveram os
alelos do gene FAD3A bem caracterizados, o que tem permitido o desenvolvimento de
marcadores moleculares do tipo SNP (Single-Nucleotide Polymorphism). A PI361088B
(3,8% de 18:3A%%) possui uma insercdo de dois residuos de timidina na posicdo 310,
promovendo mudanga do quadro de leitura e conseqiientemente o surgimento de um
cddon de parada prematuro na posi¢do 328. A mutacdo em M5 (3,3% de 18:3A%%%) ¢
similar a de PI3661088B, apresentando também uma mudang¢a no quadro de leitura, no
entanto, neste caso ocorre uma delecdo de 19 nucleotideos na posi¢dao 1057, resultando
em uma proteina com 25 residuos de aminoacidos a mais na extremidade C-terminal.
CX1512-44 (3% de 18:3A*%?) apresenta uma mutacdo de apenas um par de
nucleotideos na posi¢do 811, exatamente no sitio de splicing, o que leva a formacao de
uma proteina com estrutura alterada. C1640 (3,7% de 18:3A3’6’9) também contém uma
mutacdo de troca de bases, mas esta encontra-se na regiao codificadora, o c6don para
triptofano (TGG) no éxon 6 é modificado para um cddon de parada (TGA) (Champpell
& Bilyeu, 2007). No gendtipo A29 (1% de 18:3A*%?) foi possivel o desenvolvimento de
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marcadores moleculares do tipo SNPs para os alelos dos trés genes, GmFAD3A,

GmFAD3B e GmFAD3C (Bilyeu et al., 2006).

O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do
BIOAGRO/UFV vem desenvolvendo linhagens de soja especiais para a agroindustria,
dentre as quais estdo linhagens com baixos teores de 4cidos linoléico e linolé€nico.
Dentro desse contexto, uma das principais metas deste programa € aumentar a
estabilidade oxidativa do 6leo pela reducdo do conteddo de 4cido linolénico e pelo
aumento do contetido do 4cido oléico. O presente trabalho estd inserido no PMQS e tem
como objetivo geral avaliar o efeito da substituicdo alélica das m-3-dessaturases de
acidos graxos insaturados em soja com base em marcadores SNPs, para validar a
associacdo de marcadores moleculares para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C com o

conteudo de acido linolénico.

3 Material e métodos

3.1 Material genético

Foram utilizados os genétipos A29 e Tucunaré, e populacdes segregantes
derivadas do cruzamento entre A29 e Tucunaré. A variedade Tucunaré, desenvolvida
pela Fundagdo Matogrosso, é amplamente cultivada no centro-oeste do Brasil,
apresentando um elevado teor de 6leo e aproximadamente 11% de acido linolénico. O
genotipo A29 foi desenvolvido por pesquisadores da Universidade Estadual de Iowa
(EUA), possui apenas 1% de acido linolénico e foi utilizado como fonte doadora de
genes para baixos teores de 4cido linolénico. O gendtipo A29 foi obtido combinando
trés mutagdes independentes: fan da linhagem AS, fan2 da linhagem A23 e fan3 de uma
linhagem A89-144003 (Bilyeu et al., 2006). Para a obtencdo das populagdes
segregantes, inicialmente foram efetuados cruzamentos entre A29 x Tucunaré, obtendo-
se sementes F;. O hibrido foi autofecundado para obter as 185 progénies F,, esse

material foi novamente autofecundado obtendo-se a populagdo F.s.

3.2 Determinacao do contetido de acido linolénico

As extracdes dos dcidos graxos presentes na fracdo dleo dos griaos de soja e sua
derivatizacdo a metil-éteres de 4cidos graxos foram realizadas seguindo metodologia

descrita por Jham et al. (1982). Foi determinado o conteido de &dcido linolénico nas
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variedades A29 e Tucunaré e nos individuos das populacdes segregantes nas geracoes

Fz € F2;3.

3.3 Extracao de DNA

Foram extraidos DNA dos genétipos A29 e Tucunaré, e de 185 individuos da
populacdo F,. O DNA de folha foi extraido pelo protocolo descrito por Doyle & Doyle
(1990).

3.4 Genotipagem

A genotipagem foi realizada seguindo os procedimentos descritos por Bilyeu et al.
(2005). Os primers utilizados para amplificagdo de segmentos dos genes FAD3A,
FAD3B e FAD3C estdo mostrados na Tabela 1. As reacdes de amplificagdo com
primers especificos foram realizadas em um volume total de 25ul contendo: 30ng de
DNA gendmico; 1U de Tag DNA polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); KCI 50mM;
Triton X-100 0,4%; 100uM de cada um dos desoxirribonucleosideos trifosfato (ANTPs);
MgCl, 2mM e 0,5uM dos primers especificos.

Tabela 1: Primers utilizados para a amplificagdo dos genes FAD3A, FAD3B e FAD3C

Gene Primer Sequéncia Natureza

FAD3A  Foward 5 TTGCATCACCATGGTCATCAT 3’ Dominante
Reverse 5> AGCTATTATCTAGCATTAACCTCA 3’

FAD3B  Foward 5> AGCCACAGAACTCACCATCAA 3 Co-dominante
Reverse 5> TGGCACAGTGAATCTAATG 3’

FAD3C  Foward 5" TTGGATCAACAACATTCACCA 3 Co-dominante

Reverse 5> CATCACATGTTTGTGGTCTTGA 3’

As reacdes de PCR foram conduzidas utilizando 30 ciclos, cada um constituido da
seguinte seqiiéncia: 30 s a 94 °C, 30 s a 55 °C e 30 s a 72 °C. Ap6s os 30 ciclos, foi feita
uma etapa de extensdao final de 7 minutos a 72 °C e, finalmente, a temperatura foi

reduzida a 4 °C.

Os produtos de amplificagdo contidos em 10 pl de cada reacdo para os genes
FAD3B e FAD3C foram clivados com enzimas de restricoes para evidenciar o
polimorfismo do SNP. Para o gene FAD3B foi utilizada a enzima Hpal (2,5 U) e para o
gene FAD3C foi utilizada a enzima Bcecl (5 U).

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel ndo

desnaturante de poliacrilamida a 10% durante 4h a 120 V. Para a obtencdo das imagens,
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os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (0,2 mg/mL), visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados com o sistema de fotodocumentacio Eagle Eye II

(STRATAGENE).

3.5 Analises estatisticas

Para a realizacdo das andlises estatisticas de teste de y2 e teste t empregou-se 0O

programa GENES (Cruz, 1997).

4 Resultados e discussao

Os valores médios da composi¢do de &cido linolénico nos gendtipos A29 e
Tucunaré, e das populacdes segregantes F, e F,3 do cruzamento A29 x Tucunaré sio
apresentados na Tabela 2. Pode-se observar que as populagdes F, e F,.3 apresentaram
uma grande variacdo no conteudo deste dcido graxo sendo observados valores entre

0,97 - 7,95% e 1,24 - 11,95%, respectivamente.

Tabela 2: Valores de média (X), desvio padrao (DP), minimo (MIN), maximo (MAX),
para teores de 4cido linolénico de A29, Tucunaré e das populacdes segregantes F; e F,.3
do cruzamento A29 x Tucunaré.

A29 Tucunaré F, AT F,3; AT
X (%) 1,19 11,41 3,95 5,61
DP 0,17 0,35 1,39 2,42
MIN (%) 0,90 10,91 0,97 1,24
MAX (%) 1,84 12,17 7,95 11,95

O gendtipo IA3017 possui as mesmas mutagdes para os genes FAD3A, FAD3B e
FAD3C que o genétipo A29, conferindo conteido de d4cido linolénico de
aproximadamente 1%. O contetido de dcido linolénico na populacdo segregante BCF,
derivada do retrocruzamento com o genétipo SS97-6946 (possui aproximadamente 8%
de acido linoléncio) apresentou variacdo de 1 a 10% (Bilyeu et al., 2006), similar ao
encontrado em nosso estudo com as populagdes segregantes F, e F,3 derivadas do

cruzamento entre A29 x Tucunaré.

Bilyeu et al. (2003) caracterizaram os trés genes FAD3A, FAD3B e FAD3C
responsaveis pela conteido de 4cido linolénico em sementes de soja. No gene FAD3A

da linhagem A5 foi identificada uma delecdo que permitia a diferenciacdo do alelo
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mutante frente aos alelos normais. Os SNPs nos genes FAD3B e FAD3C de A29 foram
posteriormente caracterizadas por Bilyeu et al. (2006), permitindo o desenvolvimento

de marcadores moleculares do tipo PCR-RFLP especificos para os alelos de A29.

Os perfis polimérficos para os genes FAD3A e FAD3B nos genétipos A29,
Tucunaré, F; e na populacio F, sdo apresentados na Figura 1. O principio da
genotipagem para o gene FAD3C é o mesmo apresentado para o gene FAD3B. O
marcador para o gene FAD3A ¢ dominante, ndo permitindo diferenciar as classes
genotipicas AA e Aa. J4 os marcadores para o gene FAD3B e FAD3C sdo co-

dominantes, permitindo a identificacdo das trés classes genotipicas.

A29 Tuc F1 Populacdo segregante

B | i A ; -

A29 Tuc F1 Populacdo segregante [P W f— N' [ -

A : & At ._-:_. . ‘.‘."‘" 3 .‘ v i o hhL 'z
G A S

aa AA Aa aa A A A A A

bb BB Bb BB Bb Bb Bb bb Bb

Figura 1: Genotipagem dos individuos utilizando os marcadores moleculares para os
genes FAD3A e FAD3B nos gendtipos A29, Tucunaré (Tuc), F1 e em plantas da
populagdo segregante F2. 1A — Padrdo polimérfico obtido pela amplificacdo do gene
FAD3A. 1B — Produto de amplificacdo do gene FAD3B. 1C — Padrdo polimérfico
obtido a partir da reagdo de clivagem do produto de amplificacdo do gene FAD3B.

A segregacdo dos marcadores moleculares dos genes FAD3A, FAD3B e FAD3C
na populacdo F, do cruzamento entre A29 e Tucunaré seguiu o padrdo esperado de
segregacdo (Tabela 3). O marcador FAD3A que é dominante apresentou segregacao 3:1
e os marcadores co-domintes FAD3B e FAD3C apresentaram padrdo de segregacdo na

razdo de 1:2:1.
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Tabela 3: Segregacdo dos marcadores moleculares dos genes FAD3A, FAD3B e
FAD3C na populacdo F, derivada do cruzamento entre A29 x Tucunaré.

Classe genotipica

Marcador AA Aa Aa A_ Hipotese 2 Probabilidade
FAD3A 53 132 3:1 1,313 25,175™
FAD3B 47 100 38 1:2:1 2,092 31,1359™
FAD3C 39 91 55 1:2:1 2,816 24,4606™

"ndo significativo pelo teste ¥2 a 5% de probabilidade

A associacdo do conteido de 4cido linolénico em F, e F,3 com os diferentes
genotipos na populacdo segregante derivada do cruzamento entre A29 e Tucuaré é
apresentada na Figura 2. Pode-se observar que os individuos com menor conteido de
acido linolénico apresentam predomindncia de alelos recessivos, enquanto que o0s
individuos com maior conteido de 4cido linolénico apresentam predominancia de alelos

dominantes para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C.

Na populagdo F, derivada do cruzamento entre A29 e Tucunaré foram
identificados trés individuos triplo recessivo para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C.
Esses individuos apresentaram os menores valores de 4cidos linolénico na geragao F,
(0,97; 1,09 e 1,13%) e Fp3 (1,34; 1,24 e 1,24%). Ja para o gendtipo que apresenta
homozigose para os alelos dominantes de FAD3B e FAD3C e pelo menos uma forma
do alelo dominante de FAD3A foram observados 7 individuos. O conteudo de acido
linolénico nesse gendtipo variou de 5,09 a 7,96% na geracdo F, e 8,07 a 11,95% na
geracdo Fp.3. A maior variacdo no contetido de 4cido linolénico nesse tipo de gendtipo
possivelmente se deve a dualidade para o gene FAD3A, podendo esse ser homozigoto

dominante ou heterozigoto.

Resultados semelhantes foram observados por Bilyeu ef al. (2006) avaliando a
populagdo segregante BCF, SS97-6946 x (SS97-6946 x 1A3017). Nesse estudo foram
avaliados apenas 63 individuos e encontrado apenas um genotipo que apresentava as
trés formas recessivas para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C. Esse individuo
apresentou o menor conteido de dcido linolénico, aproximadamente 1%. J4 para as
formas alélicas dominantes foram observados 4 individuos tendo o teor de 4cido

linolénico variando entre 6,3 € 9,2%.

Populacdes contendo outros alelos para os genes FAD3A e FAD3C também
relataram a associagdo entre as formas recessivas e o baixo conteido de dacido

linolénico. Bilyeu et al. (2005) estudaram a populagdo F, derivada do cruzamento entre
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Williams 82 x 2721. A linhagem 2721 apresenta conteido médio de dcido linolénico de
aproximadamente 3%. Essa linhagem ¢ derivada de CX1512-44 e apresenta
modificacOes para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C, porém a modificacdo no gene
FAD3B ndo provoca alteracdes na funcionalidade da ®-3-dessaturase. A partir da
andlise de associacdo dos genes FAD3A e FAD3C em 107 individuos F, foi possivel
identificar 7 individuos homozigotos dominantes apresentando 9% de conteido médio
de 4cido linolénico e 15 individuos duplo recessivos apresentando 3% de contetido

médio de acido linolénico.

Com isso fica evidente que a fixacdo de alelos mutantes para os genes FAD3A,
FAD3B e FAD3C pode provocar a redu¢do do conteido de &4cido linolénico em

diferentes gendétipos de soja.
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Figura 2: Conteddo médio de 4cido linolénico nos diferentes gendtipos dos individuos derivados da populacio F; e F,.3 do cruzamento
entre A29 x Tucunaré. As barras representam o erro padrao da média.
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Pela anélise preliminar da Figura 2 € possivel evidenciar que os genes FAD3A, FAD3B
e FAD3C contribuem de forma aditiva e tendo efeito diferenciado no conteido de 4cido
linolénico. O efeito médio da substituicao génica dos alelos de FAD3A, FAD3B e FAD3C no
conteido de &cido linolénico avaliado na populacdo derivada do cruzamento entre A29 x

Tucunaré em F,/F,.3, sdo apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

Tabela 4: Efeito médio da substituicdo alélica do gene FAD3A no conteddo de &cido
linolénico avaliado na populag¢do derivada do cruzamento entre A29 x Tucunaré em F,/F 3.

CC Cc cc
A_—aa A_—aa A_—aa
BB 2,417/4,03" 1,487/3,43" 1,3077/3,58"
Bb 0,95™/3,71" 1,44773,29™ 1,68/4,22™
bb 2,007/3,80" 1,9977/2,68" 2,187/3,417

*significativo pelo teste t a 5% de probabilidade
**significativo pelo teste t a 1% de probabilidade
"ndo significativo pelo teste t a 5% de probabilidade

Verificando a Figura 2, Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6 € possivel inferir que as
substituicdes génicas dos alelos em FAD3A proporcionam maiores variagcdes no conteido de
dcido linolénico que as substitui¢des alélicas nos demais genes. O gene FAD3B é o que
aparentemente leva a menor variacdo no conteido de dcido linolénico quando suas formas

alélicas sdo alteradas.

Esses resultados de associacdo sdo condizentes aos encontrados em outras populagdes
como a BCF, SS97-6946 x (SS97-6946 x 1A3017) de Bilyeu et al. (2006) e a F, de Williams
82 x 2721 de Bilyeu et al. (2005). Eles dao suporte ao modelo que os genes FAD3A, FAD3B
e FAD3C contribuem para o contetido total de 4dcido linolénico na semente. Além disso, as
mutagdes no gene FAD3A provocam maior efeito na variagdo do conteido de acido
linolénico que as mutagdes observadas nos outros genes (Bilyeu et al., 2003; Bilyeu et al.,

2005 e Bilyeu et al., 2006).
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Tabela 5: Efeito médio da substituicao alélica do gene FAD3B no conteddo de 4cido linolénico avaliado na populacio derivada do
cruzamento entre A29 x Tucunaré em F»/F,.3.

CC Cc cC
BB—bb BB—Bb Bb—bb BB—bb BB—Bb Bb—bb BB—bb BB—Bb Bb—bb
A 1467202 1,3677/1,24™ 0,10™/0,79™  1,0071,51™ 0,57"/0,90™ 0,42"/0.62"  0,55™/1,65 -0,03"%-0,17™ 0,58"/1,82"
aa 1,057/1,79° -0,10"/0,91™ 1,15™/0,88™  1,517/0,77™ 0,53"/0,77° 0,987/0,01™ 1,437/1,48" 0,34"/0,47" 1,08/1,01°"

*significativo pelo teste t a 5% de probabilidade
**significativo pelo teste t a 1% de probabilidade
"ndo significativo pelo teste t a 5% de probabilidade

Tabela 6: Efeito médio da substituicao alélica do gene FAD3C no contetdo de 4cido linolénico avaliado na populacdo derivada do
cruzamento entre A29 x Tucunaré em F,/F,.;.

BB Bb bb

CC—cc CC—Cc Cc—cc CC—cc CC—-Cc Cc—cc CC—-cc CC—-Cc Cc—cc
A 25672857 1,39771,99° 1,187/0,86™ 1177144 0,6071,66° 0,577-0,21™ 1,657/2,48°  0,927/1,49™ 0,73™ /0,99
aa  1,467/2,39° 0,46™/1,39° 1,00™/1,01 1,901,957 1,09™/1,24™ 0,810,727  1,837/2,097 0,927/0,37™ 0,927/1,72"

*significativo pelo teste t a 5% de probabilidade
**significativo pelo teste t a 1% de probabilidade
"ndo significativo pelo teste t a 5% de probabilidade
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5 Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

» Os marcadores moleculares para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C foram
eficientes na monitoracao do conteuido de 4cido linolénico na populacdo F,

segregante derivadas do cruzamento entre A29 e Tucunaré;

» A fixagdo de alelos mutantes para os genes FAD3A, FAD3B e FAD3C pode
provocar a reducdo do conteudo de acido linolénico em diferentes

gendtipos de soja;

» As substituicoes dos alelos do gene FAD3A proporcionam maiores
varia¢des no conteido de 4cido linolénico que as substitui¢des alélicas nos

demais genes.

6 Perspectivas

A partir das andlises aqui apresentadas € possivel verificar que o conteido de
acido linolénico de variedades adaptadas as regides brasileiras pode ser manipulado de
acordo com a combinac¢do dos diferentes alelos de FAD3A, FAD3B e FAD3C. Com a
validacdo da associac@o dos marcadores moleculares para os alelos desses trés genes no
gendtipo A29 com o baixo conteido de dcido linolénico, espera-se que seja possivel
introduzi-los em gendtipos elites do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja
(PMQS) do BIOAGRO/UFV com o objetivo de desenvolver linhagens de soja especiais

para a agroindustria apresentando reduzido teor de dcido linol€nico.
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