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RESUMO

MIRANDA, Helen Lucia da Cruz. Geracdo de cDNAs, primers e
caracterizacao estrutural do tegumento de sementes de soja. 2008. 53 f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes.
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A soja é uma das principais commodities mundiais e a semente o principal
insumo para sua producdo. O tegumento das sementes é o principal modulador da
qualidade, podendo ser encontrado, nessa estrutura a resposta para a producdo de
sementes com caracteres superiores para vigor e viabilidade. O estudo teve como
objetivo identificar caracteristicas estruturais contrastantes, obter cDNA e desenhar
primers relacionados a sintese de lignina e deposicdo de cera em tegumentos de
sementes de soja de genotipos contrastantes em relagdo a permeabilidade CD 202
(permeavel) e IAC Santa Maria 702 (semipermeavel). As plantas foram cultivadas
em casa de vegetacao e a partir da primeira floracao as flores foram marcadas para
que o tempo de desenvolvimento de cada legume fosse identificado. Legumes com
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 dias de desenvolvimento foram coletados e os
tegumentos extraidos e armazenados para extracdo de RNA. Tegumentos com 25,
40, 55 e 70 dias de desenvolvimento dos gendétipos de soja CD 202 e IAC Santa
Maria 702 também foram submetidos a Microscopia Eletronica. Apds a extracao do
RNA total, foram obtidos os RNAm, seguido do cDNA. Em paralelo foi realizada
analise in silico para desenho de primers especificos de genes envolvidos na rota
metabdlica da lignina e na deposi¢cdo de cera nas sementes. Foram detectadas
diferencas na espessura da camada palicadica dos tegumentos de sementes de soja
dos gendtipos CD 202 e IAC Santa Maria 702. O protocolo a base de cloreto de litio
foi eficiente para extrair RNA total de ambos os gendtipos em todas as fases de
coleta. A estratégia de multiplicacdo unidirecional do cDNA foi eficiente para geracao
de um volume consideravel para o desenvolvimento de estudos futuros de
expressao diferencial de genes. A andlise in silico permitiu o desenvolvimento de 16
primers relacionados aos genes da lignina e da elongase.

Termos para indexacdo: Glycine max, tegumento, lignina, alongase,
permeabilidade.
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ABSTRACT

MIRANDA, Helen Lucia da Cruz. Cdna, primers development and
structural characterization of the soybean seed coat. 2008. 53 p. Doctor in
Sciences - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes.
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Soybean is one of the main world commodities and the seed is the key for
high yields in this culture. Nevertheless, the soybean seed coat is the main modulator
of seed quality, so, in this structure we could find answers for high seed quality
production. The study goal is to identify structural contrasting traits, to obtain cDNA
and to draw primers related to lignin synthesis and wax deposition in seed coat from
two soybean genotypes. Plants were grown in greenhouse, flowers were identified
and dated to follow the development after flowering until legumes were harvested
(25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 and 60 days). Seed coats were then analyzed in electronic
microscopy and used to build a soybean seed coat cDNA library for permeability
traits (lignin synthesis and wax deposition). In silico, analyzes were performed to
obtain specific primers to detect soybean seed coat lignin and wax biosynthesis
genes. According to the seed coat traits, we identified differences in the palisade cell
thickness between genotypes. The protocol based on litio chloride was efficient to
extract total RNA from both genotypes in all phases. The unidirectional cDNA
multiplication was efficient for the generation of enough cDNA quantity for future
projects. In silico analyzes allowed the development of 16 primers related to lignin
and wax deposition biosynthesis in soybean seed coat.

Key-words: Glycine max, seed coat, lignin, elongase, permeability.
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1. INTRODUCAO

A soja € uma das principais commodities mundiais, possuindo demanda de
consumo superior a 180 milhdes de toneladas. O Brasil € o segundo maior produtor
de soja, produzindo 57,6 milhdes de toneladas na safra 2007. Neste sentido, é
necessario um sistema de producdo de sementes apoiado na pesquisa, visando
novas tecnologias que assegurem produtos de alta qualidade e competitivos para o
mercado.

A tecnologia de sementes tem papel fundamental dentro do sistema de
producdo de sementes para assegurar alta qualidade relacionada a caracteristicas
genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitarias (KRZYZANOWSKI, 1998). No entanto,
esta tecnologia atua de forma paliativa, havendo a necessidade de pesquisas que
tragam maiores beneficios para a produgdo de sementes. Estudos fisiolégicos com
enfoque genético-molecular podem conduzir a elucidagéo e/ou melhor entendimento
de rotas metabdlicas envolvidas com a qualidade de sementes. Neste contexto, a
biologia molecular € uma o6tima ferramenta para identificacdo de genes envolvidos
no metabolismo. Os genes encontrados possibilitardo a construgdo de sondas e
marcadores moleculares, o que permitira a implantagdo de SAMM (Selegao
Assistida por Marcadores Moleculares) em programas de melhoramento com o
objetivode identificar gendtipos superiores para caracteristicas de interesse a
fisiologia da semente.

Por meio da engenharia genética ha possibilidade de transferéncia de genes
de interesse para outros genodtipos. Atualmente, existe grande interesse na

incorporacgao de genes especificos no genoma da soja associados com o controle da



embebicdo, com o aumento do potencial de armazenamento, redugdo da
deterioragdo a campo e ainda redugdo na suscetibilidade a danos mecanicos
relacionados ao manejo das sementes.

O tegumento € considerado um dos principais condicionantes da
germinagao, vigor e da longevidade da semente de soja. Suas caracteristicas
fisicas, quimicas, morfologicas e anatdmicas variam, bastante, entre variedades.
Baseado nesses conhecimentos, a utilizacdo de técnicas moleculares e estratégias
para alteragdo e entendimento do controle genético do desenvolvimento do
tegumento, propriedades e caracteristicas, podem permitr a geracdo de
constituicdes genéticas superiores, refletindo na qualidade da semente produzida.

O acompanhamento da formagédo do tegumento das sementes de soja em
gendtipos contrastantes para o carater, associado com a analise dos mesmos, por
meio da caracterizacdo de contrastes de tecidos do tegumento e de suas células,
bem como, geracdo de bancos de cDNAs armazenadores de genes envolvidos com
os referidos contrastes, permitira avangar nos estudos e produzir informacdes
necessarios para a realizagdo de novos projetos de pesquisa.

O presente estudo teve como objetivo identificar caracteristicas estruturais
contrastantes, obter cDNA e desenhar primers relacionados a sintese de lignina e
deposigcao de cera em tegumentos de sementes de soja de gendtipos contrastantes

em relacdo a permeabilidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja

A area de cultivo de soja no ano de 2007, no Brasil, foi de 20,6 milhdes de
hectares, 7,1% (1,59 milhdo de hectares), inferior a safra anterior, que foi de 22,23
milhdes de hectares. Apesar da reducdo na area cultivada, as boas condicdes
climaticas favoreceram as lavouras elevando a produtividade média do Pais, de
2.403 kg ha™' para 2.788 kg ha™'. Houve um incremento de 16,0%, aumentando a
producdo de 53,4 milhdes de toneladas para 57,6 milhdes de toneladas, 7,7%
superior a da safra anterior. Das 57,6 milhdes de toneladas, a regido Centro-Oeste
produziu 45,9% (26,4 milhées de toneladas), seguido pela Sul com 38,3% (22,0
milhées de toneladas), pela Sudeste com 7,1% (4,1 milhdes de toneladas), pela
Nordeste com 6,7% (3,9 milhdes de toneladas, e, pela regido Norte com 2,0% (1,2
milhdes de toneladas) (CONAB, 2007).

A utilizacao de sementes de boa qualidade, relacionada aos atributos fisicos,
fisiolégicos, sanitarios e genéticos, € fundamental para garantir o sucesso da
produgado (KRYZANOWSKI, 1998).

A qualidade das sementes pode ser afetada por diversos fatores durante
todo o processo de producgao, iniciando pelos fatores genéticos que interferem no
vigor e na longevidade. As adversidades ocorridas no desenvolvimento das
sementes e apos a maturidade fisiologica, expdem as sementes ao ataque de
pragas e microorganismos, além disso, os processos de colheita, beneficiamento e
armazenamento, também tém se revelado como os principais fatores na redugao da

qualidade das sementes. Todos estes problemas que comprometem a qualidade



fisioldgica das mesmas podem ser relacionados as caracteristicas do tegumento das
sementes. A longevidade e o potencial de deterioragcdo no campo tém sido
relacionados ao grau de permeabilidade do tegumento, assim como a
suscetibilidade a danos mecénicos esta associado ao teor de lignina (SOUZA e
MARCOS FILHO, 2001).

2.2. Estrutura e caracteristicas do tegumento das sementes de soja

A estrutura e composi¢ao do tegumento variam muito entre as sementes,
constituindo elementos importantes para a identificacdo de espécies e variedades
(TOLEDO e MARCOS FILHO, 1977).

As sementes de soja podem ser classificadas como de tegumento
permeavel ou semipermeavel a agua. Sementes com tegumento permeavel
embebem agua facilmente, enquanto que as sementes com tegumento
semipermeavel podem permanecer longo tempo sem absorver agua. As sementes
semipermeaveis sdo comumente referidas como duras, sendo um tipo de dorméncia
imposta pelo tegumento (MA et al., 2004). A ocorréncia de tegumentos com elevada
restricdo a entrada de agua € um dos fatores importantes no retardamento da
germinagdo das sementes, ndo apenas de Fabaceaes como de outras
angiospermas. Nesse contexto a presenga de camadas cuticulares nas sementes
possui interesse especial (ESAU, 1993).

Algumas cultivares de soja e de outras espécies da familia Fabaceae
possuem sementes duras. As sementes duras podem proteger contra a deterioragao
e melhorar as qualidades agronémicas sob certas condi¢gdes (MA et al., 2004).

Diversos atributos da soja podem contribuir para melhorar a qualidade das
sementes, tais como, propriedades do tegumento, permeabilidade da vagem,
resisténcia a fungos, tamanho da semente e permeabilidade da membrana celular
(FRANCA NETO, 1994).

O tegumento da semente de soja € constituido pela epiderme, que é
formada pela cuticula e células palicadicas, hipoderme, formada pelos
osteoesclerideos, e células parenquimatosas. As células paligadicas formam uma
camada continua envolvendo a semente com excecao do hilo, onde aparece uma

segunda camada palicadica proveniente do funiculo. A camada palicadica é



constituida de células esclerenquimatosas, chamadas macroesclerideos. (PESKE e
PEREIRA, 1983).

A camada paligadica despertou muita atengao pelo fato de sua estrutura, em
certas sementes leguminosas duras, ser tida como causadora do alto grau de
impermeabilidade, afetando a capacidade de germinagdo. A chamada linha lucida
das células palicadicas é considerada como regiao impermeavel (ESAU, 1993).

Em estudos recentes com soja, MA et al. (2004), relataram que a cuticula da
camada paligadica é fator determinante na permeabilidade do tegumento, sendo que
a cuticula do tegumento permeavel € mecanicamente fragil, desenvolvendo
rachaduras durante a embebicdo enquanto que o tegumento semipermeavel é
mecanicamente forte, ndo sofrendo rachaduras em condigdes normais.

O tegumento impermeavel é uma caracteristica muito importante no que diz
respeito a deterioragao de campo, pois ao causar uma redugao na absorgao de agua
pelas sementes, estas podem superar melhor as condigcbes adversas (PESKE e
PEREIRA, 1983).

Em soja, a permeabilidade do tegumento também esta associada a
porosidade, cor e cerosidade, que, entre outros fatores, influenciam o potencial de
armazenamento, o grau de resisténcia ao enrugamento, a infecgdo por
microorganismos e aos danos por embebicdo, o que tem reflexo direto sobre o vigor
(SOUZA e MARCOS FILHO, 2001).

Sementes de soja com tegumento escuro embebem agua a uma velocidade
menor comparativamente com as de coloragao clara. Maiores concentragbes de
lignina estdo relacionados a gendtipos de soja com tegumentos de menor
permeabilidade, como as sementes de tegumento preto, o que foi relatado por
PESKE e PEREIRA (1983), BRACCINI et al. (1994), ALVAREZ et al. (1997), COSTA
et al. (2002), e SANTOS et al. (2007).

O tegumento € o principal modulador das interagées entre as estruturas
internas das sementes e o0 ambiente externo, tendo como principais funcgdes:
preservagao da integridade das partes internas, protegdo do embrido e tecidos de
reserva contra danos mecanicos, barreira a entrada de microorganismos e insetos,
regulagcédo das trocas gasosas entre a semente e o meio e controle da velocidade de
hidratagdo da semente (PESKE e PEREIRA, 1983, POPINIGIS, 1985, CARVALHO e
NAKAGAWA, 1988 e SOUZA e MARCOS-FILHO, 2001).



A integridade do tegumento é extremamente importante para a protegcao da
semente contra injurias durante a hidratagcdo. Assim, tém sido relatadas diferengas
na viabilidade e no vigor, associadas a pigmentacdo do tegumento, com maior
sensibilidade das claras e opacas. Essa maior protecao verificada nas coloridas e
brilhantes é devida a composi¢cao quimica do tegumento, sendo atribuida aos teores
de lignina, cutina e suberina (MARCOS FILHO, 2005).

A absor¢cdo de agua pela semente, ainda no campo, apos a maturidade
fisiologica, € uma das principais causas do decréscimo do potencial fisiolégico
(VIEIRA et al, 1982). Este fato, que despertou grande interesse na utilizacdo de
sementes que possuam tegumento semipermeavel a agua, caracteristica que
confere vantagens durante o processo de produgédo das sementes (CALERO et al.,
1981; GIGLIOLI e FRANCA NETO, 1982; PESKE e PEREIRA, 1983; SOUZA e
MARCOS-FILHO, 2001).

2.3. Lignina e Elongase

As células vegetais apresentam dois tipos de parede: primaria e secundaria.
As paredes celulares primarias sao tipicamente finas (menos de 1um),
caracterizando células jovens e em crescimento. As paredes celulares secundarias,
mais espessas e resistentes que as primarias, sao depositadas quando a maior
parte do crescimento esta concluido. As paredes secundarias devem sua resisténcia
e rigidez a lignina (TAIZ e ZEIGER, 2004).

O processo de lignificagdo ocorre pela biossintese das ligninas que sé&o
constituintes da parede celular secundaria de vegetais superiores, representando o
segundo mais abundante biopolimero do planeta, sendo superadas, apenas, pela
celulose. A lignina € um polimero de grupos fenilpropandides, altamente ramificado,
de estrutura ainda pouco conhecida e que esta covalentemente ligada a celulose e a
outros polissacarideos da parede celular (TAIZ e ZEIGER, 2004; ENDT et al., 2005).

Outra classe de compostos estruturais importantes encontrados em paredes
celulares vegetais sdo os lipideos. Dentre esses a cutina e suberina destacam-se,
formando uma matriz, onde as ceras encontram-se imersas. Ceras sao compostos
lipidicos formados por longas cadeias carbdnicas e que, combinadas a cutina ou a

suberina, formam camadas de barreiras preventivas a perda de agua e de outras



moléculas pelas superficies vegetais, sendo os lipideos considerados os mais
repelentes a agua (RAVEN et al., 2001).

Uma molécula de lipideo é constituida, basicamente, por trés unidades de
acidos graxos, unidas a uma molécula de glicerol, cada classe de lipideo tem uma
composicao distinta de acidos graxos. Geralmente a sintese de acidos graxos
resulta em cadeias de 16 a 18 carbonos. No entanto, as plantas requerem acidos
graxos de cadeias mais longas. Todas as plantas produzem ceras, usualmente
derivadas de acidos graxos com cadeias de 26 a 32 carbonos. As plantas e a
maioria dos organismos eucaridticos possuem um sistema elongase, especializado
na extensédo de acidos graxos com mais de 18 carbonos na cadeia. Acredita-se que
a elongacédo dos acidos graxos ocorre em um processo de quatro etapas, que
envolvem uma condensacao, duas reducdoes e uma desidratagdo. Esse sistema de
elongacao depende de no minimo quatro diferentes enzimas, 3- cetoacil-CoA sintase
(KCS), 3- cetoacil-CoA redutase (KR), 3- hidroxiacil-CoA dehidratase (DH) e enoil-
CoA redutase (ER). Assume-se que a primeira enzima desta sequéncia determina a
especificidade do substrato do sistema da elongase, bem como a extensdo da
alongacéao do acido graxo (BUCHANAN et al., 2005).

Na soja, sementes com tegumentos considerados semipermeaveis estao
associados a altas concentragdes de lignina nas paredes celulares, o que confere
resisténcia fisica ao tegumento das sementes de soja (TAVAREZ et al., 1987;
PANOBIANCO et al., 1999, SANTOS et al. , 2007)

As ceras, lipideos extremamente hidrofébicos, gerados pelas elongases, que
possuem a funcdo de alongamento das cadeias carbonadas dos acidos graxos,
também conferem maior resisténcia ao tegumento (RAVEN et al. 2001; TAIZ e

ZEIGER, 2004), principalmente a entrada de agua.

2.4. Biologia Molecular na Ciéncia e Tecnologia de Sementes

A semente é a principal responsavel pela transferéncia de inovacgoes
tecnologicas e dos ganhos genéticos resultantes dos trabalhos de melhoramento,
seja ele tradicional ou resultado da engenharia genética, até o campo. A qualidade
das sementes, definida como sendo o somatdrio de todos os atributos genéticos,
fisicos, fisioldégicos e sanitarios, € um dos principais fatores na determinagdo do
sucesso de uma cultura (MARCOS FILHO, 2005; CARVALHO e NAKAGAWA,



2000). A tecnologia de sementes tem um papel importante no sistema de produgéao
de sementes, por assegurar que estas possuam alta qualidade no que diz respeito a
todos os niveis dos atributos da qualidade da semente (KRZYZANOWSKI, 1998).

Em soja, esses atributos, sdo em grande parte, reflexos das fung¢des do
tegumento da semente (SILVA, 2003). De acordo com SOUZA (2001), a utilizagédo
de estratégias moleculares para o entendimento e alteracdo do controle genético
relacionado ao desenvolvimento, propriedades e caracteristicas do tegumento das
sementes depende da clonagem de genes especificos do tegumento, porém poucas
atitudes significativas tém sido tomadas nesta direcao.

' Estes sdo

Estima-se que a soja tenha aproximadamente 40.000 genes
expressos ou nao, nas diferentes fases de desenvolvimento e/ou em resposta aos
diferentes estimulos e estresses a que essas plantas estiverem expostas, durante
seu ciclo de vida. Compreender as peculiaridades da expressao génica, quais suas
interagcdes com outros genes e como sao regulados pelo ambiente, sdo os principais
objetivos da gendmica funcional (NEPOMUCENQO et al., 2002).

A genbmica estrutural tem como objetivo o estudo das estruturas dos
genomas, onde o DNA é utilizado como matéria prima para a construgdo de
bibliotecas genémicas. Na genbmica funcional, é utilizado o RNA mensageiro
(mRNA) para a constru¢ao de bibliotecas de DNA complementar (cDNA) (CHAVES,
2006).

O DNA complementar é sintetizado a partir de RNA mensageiro, com auxilio
de uma enzima denominada trancriptase reversa. Usando RNA mensageiro como
molde, a transcriptase reversa catalisa, por transcricdo reversa, a sintese de uma
unica fita de cDNA. Através da acdo da enzima DNA polimerase, o DNA fita simples
€ convertido em fita dupla. Devido ao cDNA ser sintetizado a partir do RNA
mensageiro, ele ndo possui introns; isto significa que ao contrario do DNA genémico,
o cDNA de eucariotos contera apenas sequéncias que codificam para proteinas
(RAVEN et al. 2001).

Sequéncias completas de nucleotidios do genoma de diversos organismos ja
sao conhecidos. Um desafio maior sera a identificacdo de todos os genes individuais

e as fungdes das proteinas codificadas por esses genes. Varias técnicas estédo

! Zimmer, P.D. — comunicagao pessoal.



sendo utilizadas para relacionar as sequéncias de DNA com o produto protéico
apropriado (RAVEN et al. 2001).

As ferramentas biotecnoldgicas atualmente disponiveis, como o emprego de
marcadores moleculares, tem papel fundamental no auxilio a programas de
melhoramento para o desenvolvimento de variedades com elevada produtividade,
adaptadas a diversos ambientes, resistentes a doengas, entre outras caracteristicas
que agregam valor econdémico as culturas (MARCELINO et al, 2007).

Os marcadores moleculares de DNA podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagcdo ou
amplificacdo do DNA via reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). Os
marcadores baseados na reacdo de PCR sido os mais utilizados e se baseiam na
amplificagdo de fragmentos especificos de DNA, delimitados por iniciadores
(primers), utilizando a enzima DNA polimerase. Os primers sdo pequenos
fragmentos de DNA, contendo de 10 a 30 nucleotidios, € servem como ponto de
referéncia para a enzima DNA polimerase copiar o DNA. A posicédo dos primers
define a sequéncia do DNA a ser copiada e o resultado obtido é a amplificacdo de
um determinado fragmento do DNA em milhdes de copias, caso este esteja presente
no genoma do individuo (MARCELINO et al., 2007).

Os recentes avangos, na biologia molecular e na bioinformatica, tém
permitido que possam ser analisados centenas ou milhares de genes expressos em
um mesmo momento, permitindo identificar genes que séo ativados, inativados, ou
que tém seu nivel de expressao regulado para mais ou para menos (up regulation;
down regulation) em funcao de fatores bioticos ou abioticos. Entre as metodologias
que mais se destacam hoje estdo a Apresentacdo Diferenciada em gel (Differential
Display - DD), Macro arranjos de DNA (DNA Macroarrays), Analise Seriada de
Expressao Génica (SAGE - Serial analysis of gene expression) e Micro arranjos de
DNA (DNA Microarrays). Todas as técnicas tem seus pontos positivos e negativos,
levando-se em conta varios fatores, que incluem os custos de implementacéo, as
dificuldades de otimizacdo e reprodutibilidade dos procedimentos laboratoriais e o
volume de dados gerados (NEPOMUCENO et al., 2002).

A pesquisa na area de Biologia Molecular tem evoluido rapidamente e novas
técnicas tem se mostrado uteis na obtencdo de classes distintas de marcadores
moleculares, que auxiliam na elucidagao dos fatores que afetam a qualidade, na

manipulacdo e identificagdo do material genético, assim como na preservagao
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desses materiais. Tais técnicas permitem monitoramento durante todo o processo
produtivo, eliminando custos e garantindo qualidade (CARVALHO et al., 2005).

A utilizagdo da biotecnologia com as aplicagbes das ciéncias gendbmicas e
das ferramentas da bioinformatica séo de grande importancia, pois estas tecnologias
tém revolucionado profundamente as perspectivas e a velocidade de utilizagdo do
conhecimento bioldgico na obtengao de cultivares mais adaptadas e mais produtivas
(MARCELINO, 2007).



11

3. MATERIAL E METODOS

Para alcancar os objetivos propostos foram adotadas as estratégias: 1)
microscopia eletrénica em cortes do tegumento; 2) producdo de uma biblioteca de
cDNAs de genes expressos durante a formagdo do tegumento da soja; e, 3)
identificacdo de rotas metabdlicas para desenho de primers, capazes de serem
utilizados em estudos de expressao diferencial.

Foram utilizadas sementes de soja dos gendétipos CD 202 e IAC Santa Maria
702 safra 2003/2004, cedidos pela COODETEC- Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola. Estes gendtipos foram escolhidos por apresentarem caracteristicas
contrastantes em relacdo a permeabilidade do tegumento. O gendtipo CD 202
permeavel, com grande suscetibilidade a deterioracao, e o gendétipo IAC Santa Maria
702 semipermeavel, apresentando tegumento duro, sendo necessario escarificagao
mecanica como método de superacdo da dorméncia.

Antes da semeadura do gendtipo IAC Santa Maria 702 foi feita a
escarificagdo manual das sementes com o auxilio de lixa, sendo as sementes

escarificadas na regido oposta ao hilo.

3.1. Cultivo de sementes de soja para obtencdo de tegumentos em

estadios distintos de desenvolvimento

O material vegetal foi cultivado em casa de vegetagcdo, cedidas pela
EMBRAPA EETB-CPACT, Pelotas.
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As semeaduras foram realizadas em trés épocas diferentes: 1?2 época na
segunda quinzena de novembro de 2004, 2% época, na primeira quinzena de
dezembro de 2004 e 32 época, na segunda quinzena de dezembro de 2004. Para a
semeadura, foram utilizados baldes, contendo solo, ao qual foi adicionado adubo
quimico, formulagéo 5:20:20, na dose recomendada para a cultura, sendo colocadas
4 sementes por balde, com quatro repeticdes por genotipo em cada época de
semeadura. Esses foram colocados em casa de vegetagdo sem controle de
temperatura, e regados, regularmente, sempre que necessario.

A partir da primeira floragdo das plantas, que ocorreu em torno de 45 dias
apos a semeadura para o gendtipo CD 202, e 70 a 90 dias para o gendétipo IAC
Santa Maria 702, as flores foram marcadas com linhas de cores diferentes a cada
dois dias, até a ultima floragdo das plantas (Figura 1). Esta pratica permitiu que
fosse identificado o tempo exato de desenvolvimento de cada legume. Os legumes
com 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 dias de desenvolvimento, figura 2, foram
coletados e acondicionados em caixas de isopor com gelo. Em seguida foram

transportados até o laboratério para a extragdao dos tegumentos das sementes.
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Figura 1. Detalhes do cultivo da soja em casa de vegetacdo. No detalhe é
possivel observar a marcacdo das flores para posterior coleta dos
legumes.



Figura 2. Legumes contendo sementes nos estadios compreendidos entre 25 e
60 dias de desenvolvimento dos gendtipos CD 202 (A e B) e IAC
Santa Maria 702 (C e D).

3.2. Microscopia Eletronica dos tegumentos de soja em diferentes

estadios de desenvolvimento.

Os legumes foram colhidos aos 25, 40, 55 e 70 dias de desenvolvimento nos
dois gendtipos. No Laboratério de Imunologia e Microscopia Eletrénica da
EMBRAPA Clima Temperado, foram realizados cortes transversais, na regiao oposta
ao hilo, com 1000 nm de espessura, a uma velocidade de 4mm.s™', empregando o
ultramicréotomo “Leica”. Posteriormente, os cortes foram corados com azul de
metileno 1% e bdérax 1%. As imagens foram obtidas em microscépio 6tico Olympus
BX 51, com aumento de 40x, e, o tamanho das diferentes células observadas nos
tegumentos medidas com o auxilio do programa de computagao Image-pro-plus.

Nas imagens obtidas foram avaliadas as diferengas estruturais, tamanho e
espessura das células visualizadas, buscando observar diferengas entre gendétipos e

dentro de cada gendtipo, nos diferentes estadios de desenvolvimento do tegumento.



14

3.3. Analise molecular

A estratégia para analise molecular consistiu na obtencdo de tecidos
vegetais, extracdo e purificagdo de RNA, seguido da obtengdo do cDNA. Em
paralelo foi realizada analise, in silico, para desenho de primers especificos de
alguns genes envolvidos na rota metabdlica da lignina e na deposicdo de cera nas

sementes.

3.3.1. Obtencao dos tegumentos para extracdo do RNA total

O procedimento de extragdo e o armazenamento dos tegumentos foram
realizados no Laboratério de Pds-colheita de Frutas e Hortalicas do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial/FAEM/UFPel.

A extracao dos tegumentos foi realizada com auxilio de pingas esterilizadas
e bisturi, sendo todo o processo executado em ambiente asséptico e livre de
RNAses; utilizando luvas para evitar a contaminacdo do material com RNAs
externos. Os tegumentos extraidos foram colocados em tubos esterilizados e
devidamente identificados de acordo com o estadio de desenvolvimento e gendtipo,
logo apos foram armazenados em ultra freezer com temperatura de -70°C, até a

extracdo do RNA total (Figura 3).
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Figura 3. Detalhes dos legumes de soja contendo as sementes, da extracéo
dos tegumentos e do acondicionamento destes em eppendorf.

3.3.2. Extracédo do RNA Total

Todos o0s procedimentos que envolveram a obtencdo e posterior
manipulacdo do RNA total, foram executados em ambiente asséptico, em camara de
fluxo laminar e/ou capela de exaustdo, utilizando-se sempre vidrarias e material
autoclavado, tratados com agua ultra pura com DEPC (Dietil Pirocarbonato).

Para a extragdo do RNA total foram realizados testes preliminares utilizando
dois protocolos: Trizol® Reagent e Protocolo com cloreto de litio modificado (CHANG
et al.,1993), com a finalidade de verificar qual dos protocolos seria mais eficiente na
obtencdo do RNA total dos gendtipos em estudo, visto que a qualidade do RNA
obtida em projetos de expresséao diferencial de genes é um dos fatores mais criticos

para a obtencao de sucesso.
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Os tegumentos provenientes de cada gendtipo e de cada estadio de

desenvolvimento foram extraidos e armazenados separadamente.

3.3.3. Quantificacdo do RNA total

O RNA total extraido através dos métodos citados anteriormente, foi
quantificado em gel de agarose 1%, preparado com tampao SB 1x, em sistema de
eletroforese horizontal.

Em cada slot do gel de agarose, foram aplicadas, amostras de 10 pyL de
RNA total e 10 uL de tampao de carga blue juice. Para a visualizagdo do RNA no gel
de agarose foi utilizada a coloragdo com brometo de etidio, que permite visualizagéo
quando submetido a radiag&o ultravioleta no transluminador. Logo apds a separagéo
eletroforética o gel foi fotografado em meio digital. A partir dessa etapa, todos os
procedimentos adotados utilizaram somente RNA proveniente da extragdo com
cloreto de litio modificado (CHANG et al.,1993).

Apods a quantificacdo do RNA total, as diferentes amostras, correspondentes
aos distintos estadios de desenvolvimento do tegumento, de cada gendtipo, foram

juntas equimolarmente, formando uma unica amostra de trabalho (bulk).

3.3.4. Purificacdo do RNA mensageiro

O bulk de RNA total dos dois gendtipos foi purificado utilizando o kit
FastTrack® 2.0 (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante, obtendo-se
entdo, duas amostras de RNAm para sintese de cDNA.

Apods a purificacdo, foi determinado o rendimento do RNAm. A amostra foi
diluida 100x, colocando 4 uL de amostra para 396 uL do tampao de eluigdo do kit
(10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 4gua tratada com DEPC). O tampao de eluig¢ao foi utilizado
como branco na leitura do espectrofotdmetro. A amostra foi diluida em cubeta de
quartzo de 500 uL e a absorbancia foi lida a 260 nm. A concentracdo de RNAmM
presente foi determinada usando a férmula: [RNAmM]= (a260)(0,04 pg/uL) D, onde, D é
o fator de diluicdo (D= 100). O rendimento do RNA foi determinado pelo produto

concentracdo x volume de RNA. A azso deve ser > 0,05 para atingir-se boa
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concentragdo de RNAm, segundo recomendacbes do kit FastTrack® 2.0

(Invitrogen).

3.3.5. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript™ Plasmid
System with Gateway® (Invitrogen) de acordo com as recomendacgdes do fabricante,
sendo realizados os procedimentos até a obten¢cdo do cDNA ligado aos adaptadores
Sall e Not I.

O cDNA obtido foi eluido em 20 uL de agua mili-Q e estocado a -20°C para

utilizagdo nos proximos projetos.

3.3.6. Construcéo dos Primers

Para a construgdo dos primers, inicialmente foi identificada uma rota
metabdlica chave na producdo de compostos do tegumento da soja (Figura 4). A
busca foi realizada no banco de dados KEGG PATHWAY Database

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html). A rota que codifica para a lignina é

denominada neste banco de dados como EGMA00940 - Phenylpropanoid
Biosynthesis (http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+egma00940)

(Figura 4). Todas as sequéncias que realizam algum passo nesta rota e foram
analisadas e selecionadas as descritas como atuantes apenas nesta rota
metabdlica. As enzimas que se enquadraram nessa categoria (descritas como
atuantes apenas na rota metabdlica de sintese da lignina) foram: 4-cumarato-CoA
ligase (EC 6.2.1.12), Cinamoil-CoA redutase (EC 1.2.1.44) e Cinamoil-alcool
dehidrogenase (EC 1.1.1.195).

O banco de dados KEGG disponibiliza contigs formados pelo alinhamento de
diversas ESTs (Expressed Sequence Tags), caracterizando dessa forma a
sequéncia completa do gene que codifica para a enzima em questao.

Para cada um dos genes de interesse foram desenhados primers em duas
regidbes. As caracteristicas (TM- temperatura de anelamento e % GC) dos
adaptadores utilizados na construgdo do cDNA (SAL e NOT), foram calculadas com

o auxilio do programa Gene Runner, e os primers desenhados através da plataforma
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on line do programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.ntm) buscando
identificar iniciadores com as mesmas caracteristicas dos adaptadores.

Apos, foram realizadas buscas junto ao banco de dados NCBI — National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) por sequéncias
de ESTs, no organismo soja (Glycine max), que codificassem para a enzima
Elongase. Alinhamentos locais (BLASTn) foram feitos para identificar similaridade
com sequéncias pertencentes a outras espécies. Sendo selecionadas somente
aquelas ESTs que apresentaram similaridade com outras espécies pertencentes a

mesma familia botanica que a soja.

I STILBEME, COUMARINE AND LIGMNIN BIOSYNTHESISI

5-Hydroxy- . . Sinapoyl Binapoyl
fernlate Zinapate  Binapoyl-CoA aldelnede aloohal [5o7 o
o-z.1.1 s8]0 62 1.12Hm0-{12.1 g4 O 11115 O arue]
2L [ ingin
Seopoletin
Secopolin O 241 128 Clorifery
oife 1]
trans-Caffeate Ferulowl-Cod, aleohol
o ) 111194
iéiﬁﬁi’;{?@"’“”” O—uanz——o-z11swoez1 .12 12144 O O-{1.11.1.7H™) Lignin
Ferulate Coniferyl LS
géin?wmxy a1i- Caffeayl-Cod aldehole 132112
62112
[
114181 12144 O Caffe ic aldehyde Comiferin
4-Hydroxy- oy - Hodroxy-

(2 Chloroge nate iyl

i . ki cinnamyl alcohol

A-Hidroxystyrens 411.- | aldelnde 241 o 321 =
Phenylalanine me tabolism —\'

;ﬁ)’ 12424 4 -H sl roceweinna iyl

beta D-Glucosyl-2- rans- alcoh014 D-glucogide
Z-Conmatinate oumarate Clinnamate
O C{z2121]-C*{521.- |—Od—|241114|—0d—|1141314|— 1141511 —e21, 12|—h-(:)4 o p—" 231 95] mhydmxmﬂhem
heta-D- le:osyl -2~ trans-d-Hwd iy cu’mamoyl -Clod
couwmarinate 2 Hydmxy\cmmmte cinmamate 1.14.- -
Cinnamoyl-Cod |
inosylvin 23l 62112 & X 3345
Cinnamsldehyde .._-_J 12144 Tetmhydroxystilben:
il - Flawonoid binzsmthesis

o040 924

Figura 4. Rota metabdlica de chave na producdo de compostos do tegumento
da soja — lignina. FONTE: KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

As ESTs que possuiam as caracteristicas desejadas foram alinhadas por
meio do software Clustal-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Foi obtido um escorre
de alinhamento de 88%, sendo identificada uma grande regido conservada
(idéntica). De posse dessa informagdo, foi escolhida esta regi&do para desenhar os

primers.
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3.3.7. Amplificacdo geométrica do cDNA CD 202 e IAC Santa Maria 702

com os primers Sal | e Not I.

Os cDNAS dos gendtipos CD 202 e IAC Santa Maria 702, sintetizados a
partir do kit SuperScript™ Plasmid System with Gateway® (Invitrogen) possuiam a
caracteristica de terem adaptadores com sequéncias conhecidas nas extremidades,
assim €& possivel multiplicar a quantidade de cDNA por meio da realizacdo de
amplificagdes unidirecionais, com a utilizagdo dos primers construidos a partir dos
adaptadores Sal | e Not |, conforme descrito abaixo. Esta estratégia foi utilizada com
a finalidade de obter uma quantidade de cDNA suficiente para o desenvolvimento de
novos projetos.

As reagcbes de PCR Geomeétrica (unidirecional) foram realizadas em um
volume final de 10 yL contendo 20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 5 mM MgCly, 1
mM de cada dNTP; 1 pM de primer; 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen); e
cDNA. As amplificagbes foram realizadas em termociclador (MJ Research, Inc.),
segundo o programa descrito abaixo.

Programa PCR:

1- 3 minutos 94 °C

2- 45 segundos 94 °C

3- 45 segundos TM anelamento (de acordo com o primer utilizado)
4- 45 segundos 72 °C

5- 30 x volta ao passo 2

6- 10 minutos 72 °C

7- 4 °C até a retirada das amostras no termociclador.

As PCRs foram realizadas primeiramente utilizando o primer Not | nas
reagdes, o produto destas foi usado como molde para amplificagdes posteriores com

o primer Sal I.
3.3.8. Eletroforese em Gel de poliacrilamida
Os cDNA foram separados em gel de poliacrilamida 6%. Oito uL de cDNA de

cada gendtipo foram aplicados por canaleta (slot). Apds a eletroforese o gel foi

corado com nitrato de prata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélises comparativas da estrutura dos tegumentos CD 202 e IAC

Santa Maria 702 por meio de microscopia eletrénica.

Por meio das imagens obtidas pela microscopia dos tegumentos de soja
pode-se observar camadas de células: a epiderme (camada palicadica), a
hipoderme (osteoesclerideos) e o parénquima (Figuras 5 e 6).

A camada palicadica, constituinte da epiderme, apresenta as células
palicadicas ou macroesclerideos alongadas perpendicularmente a superficie dos
tegumentos e unisseriada nos dois gendtipos analisados, como observado por
ESAU (1993) em sementes de leguminosas.

Observa-se nas imagens obtidas dos tegumentos do gendétipo IAC Santa
Maria 702 (Figura 6) que a camada palicadica da epiderme dos tegumentos
analisados apresenta uma coloragcdo mais intensa, o que nao é observada no
genotipo CD 202 (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura dos tegumentos do gendtipo CD 202 com A- 25 dias, B- 40
dias, C- 55 dias e D- 70 dias de desenvolvimento
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Figura 6. Estrutura dos tegumentos do genétipo IAC Santa Maria 702 com A- 25
dias, B- 40 dias, C- 55 dias e D- 70 dias de desenvolvimento

A espessura da camada paligadica dos tegumentos do gendétipo IAC Santa
Maria 702 (Figura 6) € maior quando comparada a espessura desta mesma camada
nos tegumentos do gendtipo CD 202 (Figura 5).

Logo abaixo da camada paligadica da epiderme s&o observadas as células

em ampulheta ou osteoesclerideos que constituem a hipoderme ou camada
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subepidérmica (Figuras 5 e 6), contendo células com espacos intercelulares,
conforme observado em estudos anteriores (PESKE e PEREIRA, 1983; ESAU, 1993
e SILVA, 2003).

Aos 25 dias de desenvolvimento dos tegumentos dos gendtipos CD 202 e
IAC Santa Maria 702 as células da camada hipodérmica estdo proximas umas das
outras e gradativamente durante o desenvolvimento, essas células distanciam-se,
evidenciando grandes espacgos intercelulares aos 70 dias de desenvolvimento,
(Figuras 5D e 6 D).

SILVA (2003) relatou em seus estudos com soja que a hipoderme dos
tegumentos das sementes de soja analisadas possui espessura mais fina do que a
da camada paligcadica, resultado este que difere no presente trabalho, onde foi
observada espessura maior da camada hipodérmica dos tegumentos dos gendtipos
CD 202 e IAC Santa Maria 702, em relagao a camada paligadica (Figuras 5 e 6).

Medicbes das células das camadas dos tegumentos estudados mostram que
houve um aumento do tamanho dos osteoesclerideos aos 40 dias de
desenvolvimento e, posteriormente, uma reducdo no tamanho destas células aos 55
e 70 dias de desenvolvimento (Figuras 5 e 6).

O parénquima abaixo da hipoderme apresentou células alongadas
tangencialmente na parte externa e células menores na interna, conforme descrito
em estudo anterior (ESAU, 1974). PESKE e PEREIRA (1983), ressaltam que o
parénquima constitui-se de camada pluricelular, com 6 a 8 camadas de células
parenquimatosas, enquanto SILVA (2003) observa que o parénquima € lacunoso,
formando uma camada celular amorfa. Os resultados obtidos neste estudo estdo de

acordo com as afirmacdes relatadas anteriormente.

4.2 Geragéo dos cDNAs

4.2.1 Obtencdo do RNA total, RNA mensageiro e cDNA

Dentre os protocolos utilizados para a extragdo do RNA total de tegumentos
de sementes de soja, o Trizol® Reagent (Invitrogen) foi eficiente somente para o
gendtipo CD 202 (Figuras 7 e 8). Por outro lado, o protocolo com cloreto de litio

modificado (CHANG et al., 1993) teve éxito para ambos os gendtipos estudados.
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O Trizol® Reagent é um produto recomendado para extragdo de RNA total
de tecidos e células de humanos, plantas, animais e bactérias, mantendo o RNA
extraido integro e livre de DNA e proteinas. Entretanto, esse método, foi eficiente
apenas para extragdo de RNA dos tegumentos provenientes do gendtipo CD 202,
para o gendtipo IAC Santa Maria 702 esse protocolo ndo funcionou adequadamente
(Figura 7).

A dificuldade de extrair RNA de alguns tecidos pode ser explicada por
estudos realizados por TOOD e VODKIM (1993), os quais demonstram que
proteinas e RNA de sementes com tegumento preto séo dificeis de serem extraidos.
Pois, a presenca de pro-antocianinas e antocianinas em tegumentos de sementes
de soja de coloragao preta ou marrom, interage com RNA formando um complexo
que altera o espectro de absorbancia, a migracdo do RNA e a capacidade de
hibridizagdo do RNA com DNA.

Um outro fator, que dificulta a obtengdo de um RNA total de boa qualidade, é
a presenga de compostos fendlicos no material vegetal. Esses compostos estéo
presentes em todos os vegetais e compreendem um grupo heterogéneo de
substancias. Os compostos fendlicos causam oxidacdo no produto final da extragao
de DNA ou RNA, de forma irreversivel, tornando-o inviavel para posterior uso nas
técnicas de biologia molecular, fato este constatado também por Lima (2007) ao

trabalhar com folhas de algodao.

1 2 3 45 6 7 8 9 10

Figura 7. Gel de agarose com amostras de RNA total obtido de tegumentos do
gendtipo IAC Santa Maria 702 (canaletas 1 a 5) e genétipo CD 202
(canaletas 6 a 10) por meio do protocolo de extracéo Trizol® Reagent.
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Figura 8. Gel de agarose com amostras de RNA total obtido de tegumentos do
genotipo IAC Santa Maria 702 (canaletas 1 a 6) e gendtipo CD 202
(canaletas 7 a 12) por meio do protocolo de extragcdo contendo
cloreto de litio, modificado por CHANG et al. (1993).

O RNA mensageiro, para ambos os gendtipos estudados, foi purificado
utilizando o kit FastTrack® 2.0 (Invitrogen), a absorbancia do RNAm obtido do
genotipo CD 202 foi de 0,075 e do gendtipo IAC Santa Maria 702 de 0,05,
correspondendo a concentracdes de 0,3 e 0,2 ug uL™", respectivamente.

A figura 9 mostra o gel de poliacrilamida contendo cDNA de tegumentos dos
gendtipos CD 202 e IAC Santa Maria 702 obtidos a partir do kit SuperScript™

Plasmid System with Gateway® (Invitrogen).

Figura 9. Gel de poliacrilamida 6% contendo cDNA obtido dos tegumentos dos
genotipos CD 202 e IAC Santa Maria 702 a partir de RNA total extraido
através do método de cloreto de litio, modificado por CHANG et al.
(1993) e purificado com o kit FastTrack® 2.0 (Invitrogen).
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Para cada uL de cDNA inicial de cada gendtipo, utilizado na etapa de PCR
unidirecional, foi obtido no final da amplificagdo 100 uL de cDNA de cada um dos
gendtipos. O resultado demonstra a eficiéncia da estratégia utilizada, pois foi
possivel obter cDNA em quantidade e qualidade consideravel. Pressuposto

necessario para estudos em nivel de expresséao diferencial de genes.

4.3. Desenho dos primers

A metodologia utilizada para desenho de primers possibilitou a obtencao de
iniciadores com caracteristicas similares aos adaptadores utilizados na construcao
do cDNA (Tabela 1).

Especificamente para o gene da Elongase, conforme relatado na
metodologia, foi realizado um alinhamento entre duas seqiéncias depositadas no
NCBI (Gl 17153492 e GI11412251), utilizando-se as regides conservadas para o
desenho do primer (Figura 10). Para os genes da lignina o desenho do primer partiu
diretamente da sequéncia presente no banco de dados KEGG onde foi identificada a
rota metabdlica para a sintese da lignina.

O primer complementar ao adaptador Sal I, que possui tamanho de 12 pares
de bases, foi desenhado considerando uma TM de 54°C, enquanto o primer
complementar ao adaptador Not |, que possui 21 pares de bases, foi desenhado
considerando uma TM de 64°C. Para cada um dos genes estudados foi gerado um
par de primer com caracteristicas compativeis aos primers dos adaptadores
utilizados. Totalizando oito conjuntos de primers, dois conjuntos para cada gene
estudado, um com caracteristicas compativeis ao adaptador Sal | e outro com
caracteristicas compativeis ao adaptador Not I. Como pode ser visto na tabela 1, os
primers compativeis com o adaptador Sal | mantiveram o tamanho de 14 pares de
bases e TM variando de 42 a 54°C. No entanto, os primers compativeis com o
adaptador Not | o tamanho foi mantido em 21 pares de bases e a TM variou de 60 a
68°C. A amplitude da variagdo da TM foi devido a variagdo das caracteristicas das

sequéncias moldes utilizadas na analise.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers desenhados que serdo utilizados em

estudos futuros buscando contrastes genotipicos nos tegumentos
dos gendtipos CD 202 e IAC Santa Maria 702

Primer Orientacdo Sequéncia de nucleotideos TM  Origem
(°C)

SAL | GGGTGCGCAGGC 54  Adaptador SAL |

NOT | TAGTTCTAGATCGCGAGCGGC 64  Adaptador NOT |

Elongase 1S  Forward TGTCGCTGGTGAGG 50 Regido conservada de
ESTs

Elongase 1S  Reverse GTGCCACTCGCTCA 50 Regido conservada de
ESTs

Elongase 1IN Forward GCAGGGGAGGCGTTGAAAACA 68 Regido conservada de
ESTs

Elongase 1IN  Reverse CCCCGGCGTGTATGCAAAAAT 68 Regido conservada de
ESTs

Lignina 1S Forward GGAGCTCTGGCTCA 48  4-coumarate-CoA ligase

Lignina 1S Reverse CTGCTGGAGGAACC 48  4-coumarate-CoA ligase

Lignina 1N Forward TCCTTGAGGAGAGTCGAAGGT 64  4-coumarate-CoA ligase

Lignina 1N Reverse GGTTGATGTGGTTGCTTCTTCG 64  4-coumarate-CoA ligase

Lignina 2S Forward GGCAGGACCTCTCT 45  Cinnamoyl-CoA
reductase

Lignina 2S Reverse GGGGTACAGACCAC 42  Cinnamoyl-CoA
reductase

Lignina 2N Forward GTGTGTGTGACGGGTGCTTC 63 Cinnamoyl-CoA
reductase

Lignina 2N Reverse CAGAGGTCCTGCCACCATAG 60 Cinnamoyl-CoA
reductase

Lignina 3S Forward CGACGCTGGAACG 51  cinnamyl-alcohol
dehydrogenase

Lignina 3S Reverse GAAACCCGGGTCAG 50 cinnamyl-alcohol
dehydrogenase

Lignina 3N Forward GACCCCCAGGCTGAATTGTTAG 64  cinnamyl-alcohol
dehydrogenase

Lignina 3N Reverse TACATCGGGAGTTCGAGGCTTT 64  cinnamyl-alcohol

dehydrogenase
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gi|17153492|gb|BM143425 . 1|BM14 —mmmmmmmmme GTTT 4
gi | 11412251 | gb | BF424262. 1| BF42 AACTGCGTATACCAAAAGGAGGACCAGAGCGGGAAAATAGGGGTGTGTTT 50
Kkkk
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 GGCGAGGGAGTTGATGGCAGTGGCAGGGGAGGCGTTGAAAACAAACATAA 54
gi | 11412251 | gb | BF424262. 1| BF42 GGCGAGGGAGTTGATGGCAGTGGCAGGGGAGGCGTTGAAAACAAACATAA 100
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 CGACCTTGGGGCCGTTGGTTCTGCCATATTCGGAGCAGGTGATGTTCTTG 104
gi 11412251 gb | BF424262. 1| BF42 CGACCTTGGGGCCGTTGGTTCTGCCATATTCGGAGCAGGTGATGTTCTTG 150
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 GTGTCGCTGGTGAGGAGGAAGGTGCTGAAGATGTCGGGGGTGAAGCCATA 154
gi 11412251 gb | BF424262 . 1| BF42 GTGTCGCTGGTGAGGAGGAAGGTGCTGAAGATGTNGGGGGTGAAGCCATA 200
gi]17153492| gb | BM143425. 1] BM14 CATTCCGGATTTCAAGCTGGCCTTGGAGCATTTTTGCATACACGCCGGGG 204
gi 11412251 gb | BF424262 . 1| BF42 CATTCCGGATTTCAAGCTGGCCTTGGAGCATTTTTGCATACACGCCGGGG 250
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 GGAGAGCGGTGCTGGACGAGCTGCAGAAGAATCTTGAGCTGAGCGAGTGG 254
gi | 11412251 gb | BF424262 . 1| BF42 GGAGAGCGGTGCTGGACGAGCTGCAGAAGAATCTTGAGCTGAGCGAGTGG 300
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 CACATGGAGCCCTCCAGGATGACCCTGCACAGATTCGGTAACACTTCCAG 304
gi | 11412251 | gb | BF424262. 1| BF42 CACATGGAGCCCTCCAGGATGACCCTGCACAGATTCGGTAACACTTCCAG 350
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 CAGCTCCCTCTGGTACGAGCTGGCCTACACGGAGGCCAAGGGTCGGGTCT 354
gi | 11412251 | gb | BF424262. 1| BF42 CAGCTCCCTCTGGTACGAGCTGGCCTACACGGAGGCCAAGGGTCGGGTCT 400
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 CCAAGGGGGATCGGGTCTGGCAGATCGCCTTCGGGTCGGGTTTCAAGTGT 404
gi 11412251 gb | BF424262. 1| BF42 CCAATGGGGATCGGGTCTTGCAAATCGCCTTTGGGTCGGGTTTCAAG-—— 447
Fhkkk *hk
gi 17153492 gb | BM143425. 1] BM14 AACAGCGCCGTCTGGAAGGCCGTTAGGGACATGCCATTCTTAAAGGACTG 454

gi]11412251|gb|BF424262.1|BF42 = —mmmmm e

gi]17153492| gb | BM143425. 1] BM14 GCGTGGCAACCCCTGNGATGACTCCATCAATAACTATCCCGTTCATCTTC 504
gi]11412251|gb|BF424262.1|BF42 = —mm oo oo

gi|17153492| gb | BM143425. 1] BM14 CCTCCGCATCTTCTAATTAACTCTATTAC 533
gi|11412251|gb|BF424262.1|BF42 == ————mmmmmmm e

Figura 10. Alinhamento das ESTs Gl 17153492 e Gl 11412251 correspondentes
ao gene que codifica para a elongase da soja. O *indica similaridade
de nucleotideos na posi¢cdo, atingindo 88%. Os primers foram
desenhados naregido conservada.
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6. CONCLUSOES

O gendtipo IAC Santa Maria 702 apresenta a camada paligadica mais
espessa que o gendtipo CD 202 .

O protocolo a base de cloreto de litio é eficiente para extrair RNA total de
ambos os gendtipos e em todas as fases de coleta.

A estratégia de multiplicagao unidirecional do cDNA é eficaz para geragao de
uma quantidade suficiente para o desenvolvimento de estudos futuros de expressao
diferencial de genes.

A analise in silico permite o desenvolvimento dos primers relacionados aos

genes da lignina e da elongase.
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ANEXO 1 - Protocolo Trizol® Reagent para extragcdo de RNA total

Autoclavar por 40 minutos todo material que sera utilizado para extracio.
Manipular o trizol em capela, ou utilizar mascara.

O material pode ser macerado em N liquido ou diretamente no Trizol.

Procedimentos:

. Colocar 50-100 mg de tecido em tubo eppendorf de 1,5 mL

. Colocar 700 uL de Trizol resfriado a 4 °C

. Macerar o material e deixar 5 minutos a temperatura ambiente

. Colocar 140 uL de cloroférmio

. Homogeneizar manualmente, deixa a temperatura ambiente por 3 minutos
. Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C

. Coletar fase aquosa em eppendorf 1,5 mL

0o N O O b~ W DN -

. Adicionar 350 uL de isopropanol

9. Manter a temperatura ambiente por 10 minutos

10. Centrifugar a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C

11. Remover o sobrenadante e adicionar 1 mL de etanol 75%

12. Homogeneizar e centrifugar a 7.500 g por 5 min. a 4 °C

13. Eliminar o sobrenadante e manter o precipitado por 5 min. a 35 °C, para acelerar
a secagem

14. Ressuspender o precipitado em 50 uL de agua ultrapura, previamente tratada
com DEPC 0,01% e autoclavada por 40 min. a 121 °C

15. Incubar por 10 minutos a 55-60 °C

16. Para a dosagem dos acidos nucléicos diluir a amostra na proporgéo 1:300 em
agua ultra pura com DEPC.

17. Realizar leitura em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 260 nm e
280 nm

18. A razédo das amostras para serem utilizadas para a sintese de cDNA devem ficar
entre 1,8 e 2,0.

Digestdo com DNAse |
Para eliminar DNA gendmico das amostras de RNA total, realizar digestao

com Deoxyribonuclease | Amplification Grade (Invitrogen). Utilizar 1 uL de RNA total
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para digestdo. Executar a reagdo segundo recomendacdes do fabricante. Volume

final da reagao de 10 uL, destes 8 uL sdo adicionados a reagéo de sintese de cDNA.
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ANEXO 2 - Protocolo para extracdo de RNA Total com cloreto de litio

modificado segundo, Chang et al. (1993).

Materiais:

1) Tampao CTAB

Substancia Concentracao | Quantidade para 500 ml
final

CTAB 2% 1049

PVP (opcional)1 2% 109

EDTA 25 mM 25 ml de estoque a 0,5 M

NaCl 2M 58,57 g

Tris-HCI (pH 8,0)2 100 mM 50 ml de estoquea 1 M

Agua DEPC 0,1% Até 500 mL (ajustar apds o Tris,

Tratada vide abaixo)

1-Apenas para tecidos com compostos fendlicos (oxidantes).
2-Preparar o estoque e autoclavar, acrescentando-o apenas apds autoclavar o
tampao CTAB sem Tris.
3-Observacoes:

DEPC (mesmo tratado) reage com Tris-HCI durante a autoclavagem, por
este motivo, s6 adicionar o Tris apds o resfriamento do tamp&o autoclavado.

CTAB lisa a parede celular e as demais membranas.

Acrescentar 0,2 % de B-mercapto-etanol apenas em material foliar.

2) Cloroférmio/lAA, 24:1

3) Cloreto de Litio 10 M (n&o autoclavar, preparar com agua DEPC e manter na

geladeira). Para 100 ml agua DEPC tratada acrescente 42,39 g. Prepare com

esterilidade (ndo pode autoclavar). Mantenha em geladeira (4 °C).

Observacao: Cloreto de litio precipita RNA. A maioria do DNA, os polisacarideos e

RNAs de baixo peso molecular (tRNA, etc.) serdo removidos.

4) Etanol 70% (preparar direto com agua DEPC em um falcon de 50 ml)

5) Agua DEPC (Dietil-Pirocarbonato C6H1005, manter em geladeira) tratada:
Coloque 1 mL de DEPC em um litro de agua livre de RNAses. Deixe sob

agitacdo na capela de fluxo 12 horas ou mais. Autoclave e deixe sob agitacéo
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(agitador magnético) por 2 horas ou mais. Quando autoclavar ja deixe a capsula
magnética dentro, para que também esteja estéril.

Observagdo: DEPC reage com residuos de histidina presentes nas
proteinas, inativando assim as RNAses. Por outro lado, também pode reagir com
RNA. Por este motivo deve ser tratado com calor (através de autoclavagem) antes
de ser usado. Com o calor DEPC se quebra em CO; e etanol, fazendo-se necessaria
a agitacao para eliminar os produtos volatilizados.

6) Vidraria, cadinhos, pistilos, material plastico e espatulas esterilizados.
7) Bancada limpa e esterilizada com alcool 70% (comercial).

Precaucoes:

Para todos os procedimentos use agua tratada com DEPC (item 5 acima).

Vidraria, cadinhos, pistilos, material plastico e espatulas esterilizadas.

Vidraria e plasticos podem ser tratados para remover RNAses da seguinte
maneira:

-Vidraria e espatulas de metal podem ser colocadas em forno de
esterilizacdo a 180°C por no minimo 8 horas.

-Material plastico novo (se ja nao for livre de RNAses) pode ser tratado de
duas maneiras: mergulhe-os em 0,1 M NaOH/0,1 M EDTA “over night”, enxaguando-
os com agua-DEPC, ou, mergulhe-os em H,O, por 10 minutos e enxagle-os com
agua DEPC.

O protocolo descrito por CHANG et al. (1993) preconiza a utilizagdo de 10
gramas iniciais de tecido vegetal, ja no presente trabalho foi utilizada 100 mg e
consequentemente todos os outros reagentes necessarios para este procedimento

foram alterados proporcionalmente, conforme descrito abaixo:

Procedimentos para uma amostra de até 100 mg de tecido:
1. Pré-aqueger 400 puL de tampao CTAB a 65 °C
2. Tratar os cadinhos, pistilos e espatulas com alcool 70% e depois com acetona
pura. Deixar evaporar.
3. Colocar o tecido (previamente pesado) no cadinho, acrescentar nitrogénio (N2)
liquido e proceder a sua desintegracdo com o pistilo até que se transforme em um

po fino.
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4. Distribuir o material em dois tubos, acrescentar a cada um 400 uL do tampao
CTAB pré-aquecido e levar ao banho-maria ou termobloco a 65 °C por 45 minutos
(até 1 h), agitar a cada 10 minutos.

Obs.: Este passo tem como finalidade promover a completa lise dos
componentes celulares, liberando-os para as extragcdes que serdao procedidas a
seguir. Caso esteja trabalhando com folhas, pode acrescentar neste passo a cada
tubo 4 ul de 2-ME (Di-Mercaptoetanol), embora este procedimento nao seja
necessario para alguns grupos de vegetais.

5. Adicionar um volume (cerca de 500 pL) de Cloroférmio/IAA. Deixar incubando a
temperatura ambiente sob agitacdo por 10-15 minutos e centrifugar a 6.500 rpm por
10 minutos.

6. Transferir o sobrenadante para um novo tubo com 300 uL de Cloroférmio/lAA,
agitar por 2-5 minutos e centrifugar (6.800 rpm) por 10 minutos.

7. Transferir o sobrenadante para um tubo novo e estimar por comparagao o volume
de sobrenadante obtido.

8. Adicionar 1/3 a 1/4 do volume do sobrenadante de Cloreto de litio a partir de um
estoque a 10M.

9. Deixar precipitando overnight em gelo na geladeira (4 °C)

10. No dia seguinte centrifugar o tubo com o precipitado a 4 °C, 8.000 rpm por 45
minutos.

11. Retirar cuidadosamente (o pellet € muito gelatinoso e se desprende com
facilidade) e emborcar o tubo uma Unica vez para observar o pellet. Remover o
sobrenadante.

12. Lavar duas vezes (10 minutos cada) com alcool 70% (~100 uL, feito com etanol
p.A. e agua DEPC), centrifugar apds cada lavagem (4 °C, 8000 rpm, 10 minutos).

13. Deixar o pellet secando com o tubo inclinado sob uma folha de papel absorvente
nova (o tempo depende do ambiente, entre 30-60 minutos).

14. Ressuspender em 25- 30 ul de agua DEPC tratada. Unir os eluidos em um
eppendorf. Até o processamento, manter no freezer a 80 °C.

Correr um gel de agarose (1,5 %) para verificar a qualidade da extragéo

(aconselhamos usar 2, 5 e 20 ul).
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O protocolo acima se preza a obtencdo de quantidades consideraveis de
RNA total (1 mg ou mais), adequado para purificacdo de quantidades consideraveis

de cDNA tecido ou estagio-especifico.
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ANEXO 3 - Purificagdo do RNA mensageiro

O RNA mensageiro foi purificado através da utilizagao do kit FastTrack® 2.0

(Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Preparo do tampéao de lise:

1. Checar se o tampao estoque tem precipitado branco (SDS), se tiver aquecer 65
°C até dissolver. Deixar esfriar a T ambiente antes de adicionar o degradador
proteina/RNAse.

2. Adicionar 300 uL de degradador proteina/RNAse para 15 mL de tampao estoque
para cada extragdo (calcular para a quantidade a ser feita)

Utilizar imediatamente.

Isolamento do RNA mensageiro do RNA total (1,0 mg de RNA total):

1. Precipitar o RNA total em etanol 100% e lavar com etanol 80%

2. Ressuspender o pellet em 100 uL de tampéao de eluigao

3. Adicionar 10 mL de tampao de lise em tubo de centrifuga de 50 mL e adicionar a
solucdo com o RNA

4. Aquecer a 65°C por 5 minutos, colocar imediatamente no gelo por 1 min.

5. Colocar o tubo a temperatura ambiente e adicionar 650 uL 5M de NaCl, misturar
por inversao gentilmente

6. Adicionar o conteudo do oligo (dT) celulose no lisado

7. Fechar o tubo e deixar o olido (dT) celulose hidratar por 2 minutos. O oligo (dT)
celulose deve dispersar rapidamente.

8. Agitar o tubo gentilmente a temperatura ambiente por 15 a 60 minutos. A agitagao
aumenta a eficiéncia da ligagdo do RNA m a oligo (dT) celulose.

9. Centrifugar o oligo (dT) celulose a 3000 g por 5 minutos a temperatura ambiente.

Remover o sobrenadante cuidadosamente da camada de resina.

Lavagem da oligo (dT) celulose:

1. Ressuspender a oligo (dT) celulose em 20 mL de tampéo de ligagdo. Centrifugar
3000 g por 5 minutos a temperatura ambiente. Remover o sobrenadante.
2. Ressuspender a resina em 10 mL de tampao de ligagédo. Centrifugar 3000 g por 5

minutos a temperatura ambiente. Removero sobrenadante.
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3. Ressuspender a resina em 10 mL de tampao de lavagem low salt. Centrifugar
3000 g, por 5 minutos a temperatura ambiente. Este sal remove o SDS e
contaminagdes com RNAs e rRNAs.

4. Repetir o passo anterior até o tampao nao formar mais bolhas apos centrifugagéo
(2-4 vezes). Depois da ultima lavagem ressuspender a oligo (dT) celulose em
tampao de lavagem low salt 800 L.

5. Transferir a oligo (dT) celulose para a coluna para o ultimo passo de lavagem.
Centrifugar 5000 g por 10 segundos a minutos a temperatura ambiente.

6. Remover a coluna do tubo de micro centrifuga e decantar o liquido dentro do tubo.
Repetir os passos 5 e 6 (os dois passos anteriores) tantas vezes quanto necessarios
(2-3 vezes) para transferir a oligo (dT) para a coluna.

7. Para lavar colocar a coluna de volta no tubo, encher a coluna até o topo com
tampédo de lavagem low salt (500 pulL) e misturar o tamp&o com a camada de
celulose, com a ponteira estéril c/ filtro. Centrifugar por 10 segundos. Cuidado
quando misturar para nao perder material.

8. Repetir o passo anterior + 3 vezes ou até a DO 260 da amostra ser menor que
0,05.

Eluic&o e precipitagdo do RNAm:

1. Colocar a coluna dentro de um novo tubo de micro centrifuga.

2. Adicionar 200 pL de tampao de eluicdo e misturar o tampao na celulose com a
ponteira da pipeta.

3. Centrifugar 30 segundos, mas nao descartar o liquido. O RNA esta agora no
eluido.

4. Adicionar 200 puL do tampao de eluigdo na coluna, misturar com a celulose e
centrifugar 30 segundos.

5. Nos passos anteriores o RNAm ficara eluido no tubo.

6. Remover a coluna do tubo. O tubo contém 400 ulL. Nao descartar, isso € sua
amostra com o RNAm.

7. Precipitar o RNAm com 0,15 volume (~60 pL) de 2M acetato de sédio e 2,5

volume (1 mL) de etanol 100%. Congelar no gelo seco até solidificar.
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8. Descongelar e centrifugar na micro centrifuga na velocidade maxima (16.000 g)
por 15 minutos a 4 °C.
9. Remover o etanol. Centrifugar levemente e remover tragos de etanol.
Ressuspender o pellet de RNA em 20-50 puL de tampéo de eluicdo (10mM Tris, pH
7,5).

Determinar a concentragcdo de RNAm (no espectrofotémetro). O RNAm pode

ser usado imediatamente ou armazenado indefinidamente a —70 °C.
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ANEXO 4 - Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada através da utilizagdo do kit SuperScript™
Plasmid System with Gateway® (Invitrogen) seguindo as recomendagdes do
fabricante, sendo realizados os procedimentos até a obtencdo do cDNA ligado aos
adaptadores SAL e NOT.

Sintese da primeira fita
20 pL da reacéao é designada para converter 5 uyg de mRNA na primeira fita

do cDNA. A quantidade de SupersScript™

RT adicionada a reacdo podera ser
dependente da quantidade inicial de RNAm. E recomendado 200 unidades de
SupersScript™ RT para <1 pg de RNAm, e 200 unidades/ug de RNAm para 1 a 5 ug
de RNAm. Use 5ug de RNAmM como material inicial para obtengdo de 30 ng de
cDNA.
1. Adicione 2 pL do primer para o adaptador NOT | em um micro tubo estéril. Foi
adicionado 9 pyL RNA m, diluido em agua tratada com DEPC.
2. Aqueca a mistura a 70°C por 10 minutos, e congele. Colete o conteudo do tubo
por breve centrifugacédo e adicione 4 uL de tampéao primeira fita 5X, 2 cL de DTT
0,1M, 1 pL de mix dntp 10 mM.
3. Misture os conteudos do tubo gentiimente e coletar a reacdo por breve
centrifugacéo. Coloque o tubo a 37°C por 2 min.
4. Adicionar 1 pL de SupersScript™ Il RT. Misture e incube por 1 hora.

Concentragao final da reacéo:

50 mM Tris-HCI (pH 8,3)

75 mM KCI

3 mM MgClI2

10 mM DTT

500 uM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP

50 ug/mL de adaptador Not |

<5 ug (= 250 pg/mL) mRNA

10.000 — 50.000 unidades/mL de SupersScript™ Il RT

5. Colocar o tubo no gelo para terminar a reagao
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Sintese da segunda fita
1. Em banho de gelo, adicionar no tubo da reacao da primeira fita:

93 uL de agua DEPC

30 yL de tampao 5x de segunda fita

3 uL de mix dntp 10 mM

1uL de DNA ligase de E. coli (10 unidades/uL)

4 pL de DNA polimerase | E. coli (10 unidades/uL)

1uL de RNAse H E. coli (2 unidades/yL)
Volume Final de 150 pL
Composicao final da reagao:

25 mM Tris-HCI (pH 7,5)

100 mM KCI

5 mM MgCI2

10 mM (NH4)2S04

0,15 mM B-NAD+

250 pL de cada dNTP

1,2 mM DTT

65 unidades/mL de DNA ligase

250 unidades/mL de DNA polimerase |

13 unidades/mL de RNAse H
2. Misturar o tubo gentilmente e incubar por 2 horas a 16 °C
3. Adicionar 2pL (10unidades) de T4 DNA polimerase e continuar incubando a 16 °C
por 5 minutos
4. Colocar no gelo e adicionar 10 yL de EDTA 0,5 M
5. Adicionar 150 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), vortexar e
centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos a 14000 g. remover 140 uL da
fase aquosa e transferir para novo tubo
6. Adicionar 70 yL de acetato de ambnia 7,5 M, seguido de 0,5 mL de etanol
absoluto a -20 °C. vortexar e centrifugar a temperatura ambiente por 20 minutos a
14000g
7. Remover o sobrenadante e lavar o pelet com 0,5 mL de etanol 70% a -20 °C.
centrifugar por 2 minutos a 14000 g e remover o sobrenadante
8. Secar o cDNA A 37 °C por 10 minutos
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Adicao do Adaptador SAL
1. Em banho de gelo, adicionar os seguintes reagentes na ordem apresentada, ao
cDNA anterior:

25 L de agua DEPC

10 pL de tampéao T4 DNA ligase 5x

10 pL do adaptador SAL |

5 yL de T4 DNA ligase

Volume final 50 uL

Composicao final da reacéo:

50 Mm de Tris HCI ph7,6

10 pL de MgCl

1 mM de ATP

5% (p/v) PEG 8000

1mM de DTT

200 pg/mL de adaptador SAL |

100 unidades/mL de T4 DNA ligase
2. Misturar gentilmente e incubar a reagdo a 16 °C por 16 horas
3. Adicionar 50 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), vortexar e
centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos, a 14000 g. Remover
cuidadosamente 45 uL da fase superior e transferir para novo tubo.
4. Adicionar 25 yL de acetato de amoénio 7,5 M, seguido de 150 pL de etanol
absoluto (-20 °C). Vortexar e centrifugar por 20 minutos a 14000 g.
5. Remover o sobrenadante e lavar o pellet com 0,5 mL de etanol 70% a -20 °C.
Centrifugar por 2 minutos a 14 000 g e remover o sobrenadante.

6. Secar o cDNA a 37°C por 10 minutos para evaporar o etanol residual.

Digestdo do NOT |

1. Adicionar os seguintes reagentes em banho de gelo, na ordem apresentada, ao
cDNA:

41 pL de agua DEPC

5 uL de tampéo React 3

4 uL de NOT 1
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Volume final de 50 pL

Composicéo final da reagao:

50 mM de Tris HCI pH 8

10 mM de MgCl,

100 mM de NaCl

1200 unidades/mL de NOT 1
2. Misturar gentilmente e incubar a reag&o por 2 h a 37°C.
3. Adicionar 50 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), vortexar e
centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos, a 14000 g. Remover
cuidadosamente 45 uL da fase superior e transferir para novo tubo.
4. Adicionar 25 pL de acetato de aménio 7,5 M, seguido de 150 yL de etanol
absoluto (-20 °C). Vortexar e centrifugar por 20 minutos a 14000 g.
5. Remover o sobrenadante e lavar o pellet com 0,5 mL de etanol 70% a -20 °C.
Centrifugar por 2 minutos a 14000 g e remover o sobrenadante.
6. Secar o cDNA a 37°C por 10 minutos para evaporar o etanol residual.

O cDNA obtido pode ser eluido em 20 uL de agua milli-Q e estocado a -20
°C.
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ANEXO 5 - Eletroforese em Gel de poliacrilamida

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida, em

eletroforese vertical.

maior.

Protocolo utilizado para o preparo e revelacao do gel de poliacrilamida:

Preparo do gel de poliacrilamida:

1. Lavar a placa com detergente

2. Passar etanol 705

3. Tratar a placa maior com Bind silane (1 mL) e depois passar papel toalha
para retirar a oleosidade

4. Tratar a placa menor com Repel silane (1 mL)

5. Preparar a solugdo de gel e colocar o APS e o Temed somente no
momento de aplicar o gel na placa

6. Vedar as placas com fita adesiva e grampos

7. Aplicar a solugdo do gel com os pentes do lado contrario para delimitar a
linha do gel e deixar polimerizar

8. Colocar tampéao na parte inferior da cuba de eletroforese até que o nivel
fique abaixo do pélo

9. Retirar as fitas das placas e colocar borrachas para vedar

10. Fechar a parte superior da cuba e colocar tampao até o nivel ficar um
pouco acima da placa menor e abaixo da placa maior

11. Fazer a pré-corrida com tampé&o TBE 1x

12. Depois de 15 minutos de pré-corrida retirar cuidadosamente os pentes

13. Depois de fazer a pré-corrida retirar a uréia inserindo tampao com a
seringa na placa menor

14. Colocar os pentes na linha do gel e aplicar as amostras desnaturadas

Revelacao do gel com nitrato de prata:

1. Separar as placas de eletroforese, cuidando para que o gel fique na placa

2. Colocar a placa com o gel em solugao fixadora |, durante 20 minutos sob

agitacao orbital leve (pode deixar overnight).

3. Eliminar a solugéo fixadora | (pode ser armazenada e reutilizada 3 vezes)

e fazer duas lavagens de 5 minutos com agua destilada.
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4. Eliminar a agua da lavagem e acrescentar a solucao fixadora Il. Deixar
sob agitagao orbital leve durante 3 minutos.

5. Eliminar a solugéo fixadora Il (pode ser armazenada e reutilizada 3 vezes)
e fazer duas lavagens de 5 minutos com agua destilada.

6. Colocar a solugao de nitrato de prata e deixar sob agitacdo orbital leve
durante 30 minutos.

7. Eliminar a solugéo de nitrato de prata (pode ser armazenada e reutilizada
3 vezes) e fazer uma lavagem rapida de 30 segundos com agua destilada.

8. Eliminar a agua da lavagem e colocar 500 mL da solugédo reveladora
gelada (4 °C), até que adquira uma coloragéao preta.

9. Eliminar os 500 mL e colocar o restante da solugéo reveladora gelada e
deixar sob agitagéo orbital leve constante até o completo aparecimento das bandas.

10. Eliminar a solugéo reveladora (ndo pode ser reutilizada), e colocar a
solucéo finalizadora. Deixar sob agitagao orbital leve até que pare de fazer bolhas.

11. Eliminar a solugéo finalizadora (pode ser armazenada e reutilizada 3
vezes) e acrescentar agua destilada até total cobertura do gel.

12. Logo apods o gel pode ser seco e analisado.
ApoOs revelacao os géis podem ser analisados sobre transluminador de luz clara
utilizado para a leitura e analise de géis de poliacrilamida coloridos com nitrato de

prata.
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ANEXO 6 — Genes utilizados para o desenho de primers, posicionamento dos

iniciadores (vermelho) e tamanho dos fragmentos (amarelo).

Primer Elongase 1S — Amplificag&do 152 pb (com primer)

>gi|17153492|gb|BM143425.1|BM143425 saj43h06.y1 Gm-c1072 Glycine max cDNA clone
SOYBEAN CLONE ID: Gm-c1072-2652 5' similar to TR:Q9ZTK3 Q9ZTK3 FATTY ACID ELONGASE
3-KETOACYL-COA SYNTHASE 1.mRNA sequence

GTTTGGCGAGGGAGTTGATGGCAGTGGCAGGGGAGGCGTTGAAAACAAACATAACGA
CCTTGGGGCCGTTGGTTCTGCCATATTCGGAGCAGGTGATGTTCTTGGEIOEOICEISAEGCAG
GAAGGTGCTGAAGATGTCGGGGGTGAAGCCATACATTCCGGATTTCAAGCTGGCCTTGGAGCAT
TTTTGCATACACGCCGGGGGGAGAGCGGTGCTGGACGAGCTGCAGAAGAATCTTGAGCIEHAEE

CATGGAGCCCTCCAGGATGACCCTGCACAGATTCGGTAACACTTCCAGCAGCTCCC

TCTGGTACGAGCTGGCCTACACGGAGGCCAAGGGTCGGGTCTCCAAGGGGGATCGGGTCTGGC
AGATCGCCTTCGGGTCGGGTTTCAAGTGTAACAGCGCCGTCTGGAAGGCCGTTAGGGACATGCC
ATTCTTAAAGGACTGGCGTGGCAACCCCTGNGATGACTCCATCAATAACTATCCCGTTCATCTTC
CCTCCGCATCTTCTAATTAACTCTATTAC

Primer Elongase 1N — Amplificacdo 168 pb (com primer)

>@i|17153492|gb|BM143425.1|BM143425 saj43h06.y1 Gm-c1072 Glycine
max cDNA clone SOYBEAN CLONE ID: Gm-c1072-2652 5' similar to TR:Q9ZTK3
Q9ZTK3 FATTY ACID ELONGASE 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 1. mRNA
sequence

GTTTGGCGAGGGAGTTGATGGCAGTCERCEEEACEEEIEGAMAAEA AACATAACGA
CCTTGGGGCCGTTGGTTCTGCCATATTCGGAGCAGGTGATGTTCTTGGTGTCGCTGGTGAGGAG
GAAGGTGCTGAAGATGTCGGGGGTGAAGCCATACATTCCGGATTTCAAGCTGGCCTTGGAGCHEH

GGAGAGCGGTGCTGGACGAGCTGCAGAAGAATCTTGAGCTGAGC

GAGTGGCACATGGAGCCCTCCAGGATGACCCTGCACAGATTCGGTAACACTTCCAGCAGCTCCC
TCTGGTACGAGCTGGCCTACACGGAGGCCAAGGGTCGGGTCTCCAAGGGGGATCGGGTCTGGC
AGATCGCCTTCGGGTCGGGTTTCAAGTGTAACAGCGCCGTCTGGAAGGCCGTTAGGGACATGCC
ATTCTTAAAGGACTGGCGTGGCAACCCCTGNGATGACTCCATCAATAACTATCCCGTTCATCTTC
CCTCCGCATCTTCTAATTAACTCTATTAC

Primer Lignina 1S - Amplificag&o 194 pb (com primer)

4-coumarate--CoA ligase 1817 nt

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www bget?egma+22101

GGACCCCAGAAGTGGTTTCTGCAGCTCCAATTCAATCTTCTACAGCAAGCGTAAGCCCC
TCCCACTCCCTCCCAACAACGCCTTAGACGTCACCACCTTCATCTCCTCCCGCG CCCAceaGeae
CACCACAGCCTTCGTCGACGCCGCCACCGCCCGCCGCCTCACCTACACCCAGCTATGGCCGTTCC
GTGGAGGGCGTGGCAGCCTCTCTCTCCGTGGACATGGGGATCCGAAAGGGCAACGTGGTCCTC
ATCCTCTCCCCCAACTCCATCCACTTCCCCGTTGTGTGCCTGGCCGTCATGTCCCTCGGCGCCAT
CATCACCACCACCAACCCCCTCAACACCACCCGCGAAATCGCCAAGCAGATCGCCGATTCCAAG
CCTCTCCTCGCCTTCACGATCTCTGATTTACTCCCCAAAATCACCGCAGCTGCACCCTCTCTACC
AATCGTTCTCATGGACAACGACGGCGCCTCGTGGCCACTCTTGATGAGATGGCGAAGAAGGAAC
CGGTGGCTCAGCGCGTGAAAGAGCGCGTGGAGCAGGACGACACGGCC CACGC TG CTCTACTCCT
CCGGCACCACGGGGCCCAGCAAGGGCGTGGTATCGTCCCACCGCAACCTCATAGCAATGGTCC
AGATCGTGCTGGGTCGGTTCCACATGGAGGAGAACGAAACCTTCATATGCACGGTCCCCATGTTT
CACATATACGGCCTGGTCGCCTTCGCCACGGGGCTTCTGGCTTCCGGCTCCACCATCGTCGTGC
TCTCCAAGTTCGAGATGCACGACATGCTCTCCTCGATCGAGAGGTTCCGCGCCACTTACCTCCC
GCTCGTGCCGCCCATTCTGGTGGCCATGCTCAACAACGCCGCCGCTATCAAGGGCAAGTACGAT
ATCACGTCGCTGCATTCGGTGCTCTCCGGTGGGGCTCCGTTGAGCAAGGAGGTCATAGAGGGCT
TTGTGGCCAAGTATCCCAACGTCACCATCCTTCAGGGTTATGGTTTGACGGAATCCACCGGCGTT
GGGGCCTCCACCGACTCCTTGGAGGAGAGTCGAAGGTACGGCACGGCGGGGLCTCTTGTCTCC
GGCCACCCAGGCTATGATCGTCGATCCTGAATCCGGCCAATCGCTTCCGGTTAACCGCACCGG.
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GGGGTCCCACCATCATGAAAGGTTATTTCAGTAACGAAGAAGCAACCACATC
AACCCTTGATTCAAAAGGATGGTTAAGAACAGGGGATATTTGTTACATTGACAATGATGGATTCAT
ATTTATTGTGGATCGGTTAAAGGAGCTCATCAAATACAAGGGATATCACERICOICOAGOREAAC
TAGAGGCCTTGCTACTGACTCATCCTGCTATTTTAGATGCCGCTGTTATCCCGTATCCAGATAAGG
AAGCTGGGCAGCATCCAATGGCATACGTGGTGAGGAAGGCTGGAAGTAGCTTATCAGAAACTCA
AGTTATGGATTTTGTTGCAGGACAGGTGGCTCCGTACAAGCGGATTCGAAAAGTGGCATTTATTT
CCTCCATACCCAAAAATCCATCTGGCAAAATTCTTCGGAAGGATCTCATCAAACTCGCAACGTCTA
AACTCTGAATAGATGAGCTTTTTCGTAATATATTTTTTCTATCGGAGTTGGACAAGTGAGGAAATAA
TCTTTAGCTCCTTTTTTGCTGTAATTTTCTGGCTTGTTTACTTTTGCTGCTTTCATATTATCTGTTCT
TTGTTCAACAGTCTATTGTAATTTGTAGAGAACAAAGTGCTGTGAGTACACCTTATAGGCAATAAA
ATTGTNTTTTTGT

Primer Lignina 1N - Amplificacdo 180 pb (com primer)

4-coumarate--CoA ligase 1817 nt

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www bget?egma+22101

GGACCCCAGAAGTGGTTTCTGCAGCTCCAATTCAATCTTCTACAGCAAGCGTAAGCCCC
TCCCACTCCCTCCCAACAACGCCTTAGACGTCACCACCTTCATCTCCTCCCGCGCCCACCGCGC
CACCACAGCCTTCGTCGACGCCGCCACCGCCCGCCGCCTCACCTACACCCAGCTATGGCGTTCC
GTGGAGGGCGTGGCAGCCTCTCTCTCCGTGGACATGGGGATCCGAAAGGGCAACGTGGTCCTC
ATCCTCTCCCCCAACTCCATCCACTTCCCCGTTGTGTGCCTGGCCGTCATGTCCCTCGGCGCCAT
CATCACCACCACCAACCCCCTCAACACCACCCGCGAAATCGCCAAGCAGATCGCCGATTCCAAG
CCTCTCCTCGCCTTCACGATCTCTGATTTACTCCCCAAAATCACCGCAGCTGCACCCTCTCTACC
AATCGTTCTCATGGACAACGACGGCGCCTCGTGGCCACTCTTGATGAGATGGCGAAGAAGGAAC
CGGTGGCTCAGCGCGTGAAAGAGCGCGTGGAGCAGGACGACACGGCCACGCTGCTCTACTCCT
CCGGCACCACGGGGCCCAGCAAGGGCGTGGTATCGTCCCACCGCAACCTCATAGCAATGGTCC
AGATCGTGCTGGGTCGGTTCCACATGGAGGAGAACGAAACCTTCATATGCACGGTCCCCATGTTT
CACATATACGGCCTGGTCGCCTTCGCCACGGGGCTTCTGGCTTCCGGCTCCACCATCGTCGTGC
TCTCCAAGTTCGAGATGCACGACATGCTCTCCTCGATCGAGAGGTTCCGCGCCACTTACCTCCC
GCTCGTGCCGCCCATTCTGGTGGCCATGCTCAACAACGCCGCCGCTATCAAGGGCAAGTACGAT
ATCACGTCGCTGCATTCGGTGCTCTCCGGTGGGGCTCCGTTGAGCAAGGAGGTCATAGAGGGCT
TTGTGGCCAAGTATCCCAACGTCACCATCCTTCAGGGTTATGGTTTGACGGAATCCACCGGCGTT
GGGGCCTCCACCGACIOUNCEACEACACIOEAAEEIACGGCACGGCGGGGCTCTTGTCTCC
GGCCACCCAGGCTATGATCGTCGATCCTGAATCCGGCCAATCGCTTCCGGTTAACCGCACCGGG
GAGCTCTGGCTCAGGGGTCCCACCATCATGAAAGGTTATTTCAGT
BAAEECTTGATTCAAAAGGATGGTTAAGAACAGGGGATATTTGTTACATTGACAATGATGGATTCA
TATTTATTGTGGATCGGTTAAAGGAGCTCATCAAATACAAGGGATATCAGGTTCCTCCAGCAGAAC
TAGAGGCCTTGCTACTGACTCATCCTGCTATTTTAGATGCCGCTGTTATCCCGTATCCAGATAAGG
AAGCTGGGCAGCATCCAATGGCATACGTGGTGAGGAAGGCTGGAAGTAGCTTATCAGAAACTCA
AGTTATGGATTTTGTTGCAGGACAGGTGGCTCCGTACAAGCGGATTCGAAAAGTGGCATTTATTT
CCTCCATACCCAAAAATCCATCTGGCAAAATTCTTCGGAAGGATCTCATCAAACTCGCAACGTCTA
AACTCTGAATAGATGAGCTTTTTCGTAATATATTTTTTCTATCGGAGTTGGACAAGTGAGGAAATAA
TCTTTAGCTCCTTTTTTGCTGTAATTTTCTGGCTTGTTTACTTTTGCTGCTTTCATATTATCTGTTCT
TTGTTCAACAGTCTATTGTAATTTGTAGAGAACAAAGTGCTGTGAGTACACCTTATAGGCAATAAA
ATTGTNTTTTTGT

Primer Lignina 2S - Amplificacdo 229 pb (com primer)

Cinnamoyl-CoA reductase (1795 PB)

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www bget?egma+16135

CTCTCTCTCCCGAGGCGTTTCCAGTTCGAAAGGTGAGGAGGAAGTTTAGGATTTGTGGT
GGTAGCAATTAATTTACGTTTATGAATGGTTGGGAACTTTAGTTCTTTTGATTTGAGGTATTTTTGT
TTGATGATGCTCTGTGAGTGTGATTGGTTGCTCATGCGATAACACTTTCCCTTCTGCTTCAGTTTT
TGTTGGAAATTGTTCTTACTGATTTACATCGACTGACTGACTTGTTTCTTTTTACTGTTATTGGAAT
GAGAAATTTGTGGACTATTTCATGTTCTGATTTCAAATTCTAGTTTAATTTGGTTGGTTGAGATTGT
GGAAGTCTATTTTTGGTTGCTTTTGCAGGGAAATGAAAGTGTCTTTGTTGGTGAAGGGTACGTGA
GAGAAACGAAAGGGGTGTGTGTTGGGTTGAATAGGTATAGATAGGATCAATGAGCAACAACAAC
GCACGAAAGGTGGTGTGTGTGACGGGTGCTTCTGGTTTCATAACTTCATGGATCGTCAAATTCCT
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TCTCCAACGTGGCTACACTGTCAGGGCCACCGTTCGCTACCCAAGTAATCTGAAAAAGGTAGATC
ACTTGGTTAAACTTGAGGGCGCAAAAGAGAGGTTGCAGCTGTTTAAGGCAGATCTGTTGGAAGAA
GGTTCCTTTGACTCTGTTGTGGAAGGCTGTCATGGTGTTTTTCATACTGCTTCACCTGTCCGTTTT
GTTGTCAACGACCCACAGGCTGAATTGCTTGATCCTGCAGTGAAGGGAACTCTTAATGTTCTCAA
ATCATGTGCAAAATCACCATCTGTCAAACGGGTTGTTTTAACTTCTTCTATTTCTGCAGTTGCATTT
AATCGAAGACCTAAAACTCCTCAAGTGGTAGTTGATGAGACATGGTTTTCAGATCCAGATGTCTGT
AGGGAATTAGAGTTGTGGTACACACTTTCAAAGACTTTGGCTGAGGATGCTGCCTGGAAATTTGT
AAATGAAAACAGCATTGACATGATTTCTATTAACCCAACTATGCTECOREEASEIENENTACAACC
AGAGATTAATGAAAGTGTTGAGCCAATTTTAAACCTAATAAATGGTAAACCATTTCCAAATAAATCT
TTTGGATGGGTCGATGTGAAAGATGTTGCTAATGCTCATATTCTGGCCTATGAAATTGCTTCAGCT
AGTGGAAGATACTTGTTGGTTGAGAGAGTCATACACTACTCTGAACTTGCTACGATGTTACEIGE

CATTACAAATTCCAGATAAGTGTGAGGTAGATGAGCCGTATATCCCAACATACCA
GATTTCCACAGAAAAGGCAAAAAAGGACTTGGGAATAGAGTTTACTCCTTTGGAAGTGAGTCTCA
GGGAGACTGTGGAAAGCTTTAGAGAAAAGAAGATTGTCAACTTTAATCCGTGATCTATCCTAAATA
AATAAATGTCGATGATCTCAACCACGTTCAATTTGTGACTGATAAATGTCAGGCTTCAGAAGGAAT
TATCACTGTAAAATATGGATTGCAAACAGGTTAATATTGTTTGATGAAGGACCGAATATAAAAGGA
TAAATTGTATATACATTCCTGAACTTTGGGCGAATTATGCTTTGTCCTTTTTTATGAATTTCAACTGT
ACAATGTTCGAGTACAAACCTCTCGTGATTTCTAACGTCGATCTCCTTCGATTTATTCATTGAAGAA
AGTTAATGTACGATAGGGAAAAAATAAAGATATCAAATGTAACATTACTCGAGTTTTTTTGGGTGTT
GAGGGTGTATTTTTGGGAGAA

Primer Lignina 2N - Amplificagdo 570 pb (com primer)

Cinnamoyl-CoA reductase (1795 PB)

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www bget?egma+16135

CTCTCTCTCCCGAGGCGTTTCCAGTTCGAAAGGTGAGGAGGAAGTTTAGGATTTGTGGT
GGTAGCAATTAATTTACGTTTATGAATGGTTGGGAACTTTAGTTCTTTTGATTTGAGGTATTTTTGT
TTGATGATGCTCTGTGAGTGTGATTGGTTGCTCATGCGATAACACTTTCCCTTCTGCTTCAGTTTT
TGTTGGAAATTGTTCTTACTGATTTACATCGACTGACTGACTTGTTTCTTTTTACTGTTATTGGAAT
GAGAAATTTGTGGACTATTTCATGTTCTGATTTCAAATTCTAGTTTAATTTGGTTGGTTGAGATTGT
GGAAGTCTATTTTTGGTTGCTTTTGCAGGGAAATGAAAGTGTCTTTGTTGGTGAAGGGTACGTGA
GAGAAACGAAAGGGGTGTGTGTTGGGTTGAATAGGTATAGATAGGATCAATGAGCAACAACAAC
GCACGAAAGGTCEICICICICASEEEIEENIE T GGTTTCATAACTTCATGGATCGTCAAATTCCT
TCTCCAACGTGGCTACACTGTCAGGGCCACCGTTCGCTACCCAAGTAATCTGAAAAAGGTAGATC
ACTTGGTTAAACTTGAGGGCGCAAAAGAGAGGTTGCAGCTGTTTAAGGCAGATCTGTTGGAAGAA
GGTTCCTTTGACTCTGTTGTGGAAGGCTGTCATGGTGTTTTTCATACTGCTTCACCTGTCCGTTTT
GTTGTCAACGACCCACAGGCTGAATTGCTTGATCCTGCAGTGAAGGGAACTCTTAATGTTCTCAA
ATCATGTGCAAAATCACCATCTGTCAAACGGGTTGTTTTAACTTCTTCTATTTCTGCAGTTGCATTT
AATCGAAGACCTAAAACTCCTCAAGTGGTAGTTGATGAGACATGGTTTTCAGATCCAGATGTCTGT
AGGGAATTAGAGTTGTGGTACACACTTTCAAAGACTTTGGCTGAGGATGCTGCCTGGAAATTTGT
AAATGAAAACAGCATTGACATGATTTCTATTAACCCAAGINICEICECOACEABEIENE T TACAACC
AGAGATTAATGAAAGTGTTGAGCCAATTTTAAACCTAATAAATGGTAAACCATTTCCAAATAAATCT
TTTGGATGGGTCGATGTGAAAGATGTTGCTAATGCTCATATTCTGGCCTATGAAATTGCTTCAGCT
AGTGGAAGATACTTGTTGGTTGAGAGAGTCATACACTACTCTGAACTTGCTACGATGTTACGTGG
TCTGTACCCCACATTACAAATTCCAGATAAGTGTGAGGTAGATGAGCCGTATATCCCAACATACCA
GATTTCCACAGAAAAGGCAAAAAAGGACTTGGGAATAGAGTTTACTCCTTTGGAAGTGAGTCTCA
GGGAGACTGTGGAAAGCTTTAGAGAAAAGAAGATTGTCAACTTTAATCCGTGATCTATCCTAAATA
AATAAATGTCGATGATCTCAACCACGTTCAATTTGTGACTGATAAATGTCAGGCTTCAGAAGGAAT
TATCACTGTAAAATATGGATTGCAAACAGGTTAATATTGTTTGATGAAGGACCGAATATAAAAGGA
TAAATTGTATATACATTCCTGAACTTTGGGCGAATTATGCTTTGTCCTTTTTTATGAATTTCAACTGT
ACAATGTTCGAGTACAAACCTCTCGTGATTTCTAACGTCGATCTCCTTCGATTTATTCATTGAAGAA
AGTTAATGTACGATAGGGAAAAAATAAAGATATCAAATGTAACATTACTCGAGTTTTTTTGGGTGTT
GAGGGTGTATTTTTGGGAGAA
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Primer Lignina 3S - Amplificagdo 113 pb (com primer)

cinnamyl-alcohol dehydrogenase (1413 nt) http://www.genome.jp/dbget-
bin/'www_bget?egma+1457+23039

CTAGTTCCAGTTGATCCTGCGTTTACAGCACTACAGTTCCACAGCATTAGCCATTAGCA
CTATAAATAAATAGAGAACACGCGAAACACCTGATTCCCCTCCCCAGACGCCGCAGAGTCAGAGA
GAGAGATTCACTGAAACAGAGCGCAGAAGAAAATACATAAACTAATCCAGAAAATGAGCAGCGGC
GCTGGAAAGGTGGTGTGTGTCACCGGCGCTTCCGGTTACATTGCTTCCTGGATAGTCAAATTCCT
CCTCAATCGCGGCTACACCGTTAAGGCCACCGTTCGCGACACAAGTGATCCGAAAAAAATAAACC
ACTTGGTTGGCCTCGACGGTGCTAAGGAGAGGCTGCACCTCTACAAGGCGAATCTTCTCGAAGA
AGGTTCCTTTAACTCTGTCGTTCAAGGTTGCCATGCTGTGTTTCACACTGCTTCTCCCTTTTATCA
CAATGTCAAGGACCCCCAGGCTGAATTGTTAGACCCAGCTTTGAAGGGGACTCTCAATGTTCTGA
AATCGTGTGTAAACTTGCHERBEEIEEAAEE CGTTGTTTTAACCTCTTCTGTTGCTGCAGTTGCG
TACAACGGAAAGCCTCGAACTCCCGATGTAGTAGTTGATGAGACTTGGTTT
BTGTAGGGAATCACAGATGTGGTATACACTTTCAAAGACTTTGGCCGAAGATGCTGCCTGGAAAT
TCGTAAAAGAGAACAACATTGACATGGTTACTATTAACCCAGCAATGGTGATAGGACCTCTCTTGC
AACCAGTCCTTAACACAAGTGCTGCTTCAATTTTAAACGTAATTAATGGTGCACAAACATTTCCAAA
TGCATCTTTTGGTTGGGTCAATGTGAAAGATGTTGCAAATGCCCATATTCTAGCATATGAGAATGC
TTCAGCTAATGGAAGGTATTGTTTGGTGGAGAGAGTGGCACACTACTCAGAAATTGTGAAGATTTT
ACGTGATTTGTACCCGACATTACAACTTCCAGAGAAGTGTGCAGATGATAACCCATATGTGCCAAT
ATATCAGGTATCCAAAGAAAAGGCAAAGAGCTTGGGGATTGAATATACTCCTTTGGAAGTGAGCC
TCAAGGAGACTGTGGATAGCTTGAAAGAAAAGAAGTTTACCAACTTTTAATTTGTGATATCTCCTA
GAGGAGAAAACGTTAATAATAGAAACCTTGTGTGGTTGGTCACTTGGCTTGTGATGCTCATGCTT
CTGAACAAACTTACTATTAAATAAGACTTAAATCAAGATTGGTATAAGTACTGAAAGAAGCCATTCT
TGGTCTGATTTGTACCGGTGACAATTAAGTTTCAAACATGCGTTTCCAAGTAGAGTTTGCATTACA
AATTGTATCCCCGTTTTTATTATATTACTAGGAAATGTCTGATG

Primer Lignina 3N - Amplificagdo 150 pb (com primer)

cinnamyl-alcohol dehydrogenase (1413 nt)

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?egma+1457+23039

CTAGTTCCAGTTGATCCTGCGTTTACAGCACTACAGTTCCACAGCATTAGCCATTAGCA
CTATAAATAAATAGAGAACACGCGAAACACCTGATTCCCCTCCCCAGACGCCGCAGAGTCAGAGA
GAGAGATTCACTGAAACAGAGCGCAGAAGAAAATACATAAACTAATCCAGAAAATGAGCAGCGGC
GCTGGAAAGGTGGTGTGTGTCACCGGCGCTTCCGGTTACATTGCTTCCTGGATAGTCAAATTCCT
CCTCAATCGCGGCTACACCGTTAAGGCCACCGTTCGCGACACAAGTGATCCGAAAAAAATAAACC
ACTTGGTTGGCCTCGACGGTGCTAAGGAGAGGCTGCACCTCTACAAGGCGAATCTTCTCGAAGA
AGGTTCCTTTAACTCTGTCGTTCAAGGTTGCCATGCTGTGTTTCACACTGCTTCTCCCTTTTATCA
CAATGTCAAGERCEEEOACEEIEANNIGIIAEACCCAGCTTTGAAGGGGACTCTCAATGTTCTG
AAATCGTGTGTAAACTTGCCGACGCTGGAACGCGTTGTTTTAACCTCTTCTGTTGCTGCAGTTGC
GTACAACGCHARCEI OO IEIAG TAGTTGATGAGACTTGGTTTTCTGACCCGGGT
TTCTGTAGGGAATCACAGATGTGGTATACACTTTCAAAGACTTTGGCCGAAGATGCTGCCTGGAA
ATTCGTAAAAGAGAACAACATTGACATGGTTACTATTAACCCAGCAATGGTGATAGGACCTCTCTT
GCAACCAGTCCTTAACACAAGTGCTGCTTCAATTTTAAACGTAATTAATGGTGCACAAACATTTCC
AAATGCATCTTTTGGTTGGGTCAATGTGAAAGATGTTGCAAATGCCCATATTCTAGCATATGAGAA
TGCTTCAGCTAATGGAAGGTATTGTTTGGTGGAGAGAGTGGCACACTACTCAGAAATTGTGAAGA
TTTTACGTGATTTGTACCCGACATTACAACTTCCAGAGAAGTGTGCAGATGATAACCCATATGTGC
CAATATATCAGGTATCCAAAGAAAAGGCAAAGAGCTTGGGGATTGAATATACTCCTTTGGAAGTG
AGCCTCAAGGAGACTGTGGATAGCTTGAAAGAAAAGAAGTTTACCAACTTTTAATTTGTGATATCT
CCTAGAGGAGAAAACGTTAATAATAGAAACCTTGTGTGGTTGGTCACTTGGCTTGTGATGCTCAT
GCTTCTGAACAAACTTACTATTAAATAAGACTTAAATCAAGATTGGTATAAGTACTGAAAGAAGCCA
TTCTTGGTCTGATTTGTACCGGTGACAATTAAGTTTCAAACATGCGTTTCCAAGTAGAGTTTGCAT
TACAAATTGTATCCCCGTTTTTATTATATTACTAGGAAATGTCTGATG




