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Desenvolvimento de Um Ensaio de Discrimi-
nacado Alélica para Caracterizacdao de Fatores
Regulatérios Envolvidos com a Expressao do
Gene de Tolerancia ao Aluminio SOMATE em
Sorgo

Tolerancia ao aluminio em sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é o quinto cereal mais produzido no mundo
(FAO, 2008). Seus graos sao utilizados na alimentacao humana e, no Brasil,
destinam-se a alimentacao animal. Além disso, ele é fonte de matéria-prima para
producao de bebidas alcodlicas, de biocombustiveis e extracdo de agtcar. O
sorgo apresenta varias caracteristicas interessantes para pesquisa genémica em
gramineas, como um genoma relativamente pequeno e pouco duplicado e alta
tolerdncia aos estresses abidticos. Com o advento do sequenciamento completo
do genoma do sorgo (PATERSON et al., 2009), ha enorme potencial para a sua
utilizacdo para acelerar a descoberta de genes de interesse agronémico.

A toxidez causada pelo aluminio é um dos fatores mais limitantes a produtividade
agricola em solos acidos com pH inferior a 5,0. Nesses solos, formas i6nicas

do aluminio danificam o sistema radicular das plantas, inibindo drasticamente o
crescimento e contribuindo para a baixa produtividade agricola (DELHAIZE; RYAN,
1995).

A tolerancia ao Al em sorgo deve-se em grande parte ao loco Alt,,, que foi
mapeado no cromossomo 3 (MAGALHAES et al., 2004). O gene que determina

a tolerancia ao Al, denominado SbBMATE, foi isolado via clonagem posicional, e
codifica uma proteina da familia MATE (Multidrug and toxic compound extrusion
family), um transportador de membrana responsavel pela liberacédo de citrato, cuja
expressdo, induzida pelo Al, é maior nos apices radiculares (MAGALHAES et al.,
2007). Foi também identificada uma série alélica no loco A/t que resulta em uma
variacao expressiva na tolerancia ao Al em diferentes gendtipos de sorgo. Além
disso, também foi verificada uma reducao da tolerédncia ao Al em duas linhagens
isogénicas para o referido loco em comparacao com as linhagens parentais, e

a presenca de fatores genéticos distintos ao gene SbBMATE, que controlam a
tolerancia ao Al em sorgo (CANIATO et al., 2007).

Regulacdo da expressao do gene SbBMATE em sorgo

Trabalhos de mapeamento de alta resolugéo definiram o loco A/t,, em uma regiéo
de 24,6 kpb (kilo pares de bases) no cromossomo 3 de sorgo. Essa regido contém
trés sequéncias abertas de leitura (open reading frame, ORF), sendo que uma
delas corresponde ao gene SbBMATE. O sequenciamento dessa regidao mostrou
que a regido codificadora do gene SOBMATE é idéntica entre os parentais tolerante
(SC283) e sensivel (BROO7), apresentando polimorfismos apenas no segundo
intron, sendo eles seis SNPs (single nucleotide polymorphisms) e uma insercao/
delecao (indel). Além disso, foi encontrada uma regiao altamente variavel préxima
ao promotor do gene SBMATE, cujos polimorfismos sdo causados por insercoes/
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delecoes de um transposon do tipo MITE (Miniature
Inverted Transposable Element) (BUREAU;
WESSLER, 1992; WESSLER et al., 1995). No painel
de sorgo utilizado por CANIATO et al. (2007),
variacoes alélicas no tamanho da insercao foram
significativamente correlacionadas com a tolerancia
ao aluminio (MAGALHAES et al., 2007). Isso sugere
que os polimorfismos causativos da tolerancia ao

Al estao localizados em regides regulatérias fora

da sequéncia codificadora do gene, que agem para
aumentar a expressao génica no apice da raiz.

Mais recentemente, foi identificada outra fonte de
tolerancia ao Al, SC566, que mostrou a maior taxa
de exsudacado de citrato ativada por Al dentre as
linhagens estudadas até o momento, resultando
em alta tolerancia ao Al. Esta linhagem apresentou
uma mutacdo do tipo polimorfismo de nucleotideo
Unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP —
A/T) no primeiro exon do gene (LANA, 2007).
Adicionalmente, a expressdo do gene SbBMATE
nessa linhagem é superior aos padroes até entao
observados entre as linhagens de sorgo. Assim,
torna-se razoavel a expectativa de que elementos
regulatérios, como fatores de transcricao, estejam
ativos em SC566, sendo responsdveis pelos altos
niveis de expressao génica observados nessa
linhagem. No presente trabalho, o SNP detectado
em SC566 foi utilizado para o desenvolvimento de
um ensaio alelo-especifico de expressdo do gene
SbMATE. Esse ensaio permite estudar a expressao,
de maneira simultadnea, dos dois alelos presentes
em estoques hibridos, permitindo elucidar os
mecanismos moleculares de acao génica no loco
Altg,, bem como a natureza em cis ou frans dos
efeitos regulatérios a que estd submetido o gene
SbMATE.

Desenvolvimento do ensaio Alelo-
especifico do gene SOMATE

A TagMan MGRB Allelic Discrimination (Applied
Biosystems) é uma metodologia de discriminacao
alélica que tem sido utilizada em varios trabalhos.
Neste tipo de anélise é realizada uma genotipagem
com base em um ensaio que utiliza sondas alelo-
especificas marcadas com fluorescéncia.

O ensaio para a discriminacao dos alelos do gene
SbMATE foi realizado em caréater inovador, pois
combinou a metodologia TagMan de expressao

génica avaliada por meio de RT-PCR quantitativo
juntamente com a discriminacao alélica por meio
de sondas TagMan Allelic Discrimination no
equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems).

O ensaio alelo-especifico foi baseado no SNP

do tipo A/T existente no primeiro exon do gene
SbMATE, que diferencia o alelo da linhagem SC566
das demais linhagens. Assim, utilizando-se o
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems)
com a opcao TagMan Allelic Discrimination, foi
desenhado um par de primers que flanqueiam o
SNP e um par de sondas, cada uma especifica

para um dos alelos do SNP. As sondas sao do tipo
TAMRA, marcadas com a fluorescéncia 6-FAM e
foram utilizadas nas reacdes separadamente. As
sequencias das sondas utilizadas estdao em fase

de publicacdo e serao disponibilizadas brevemente
para o caso do gene Alt,.. Entretanto, o proposito
dessa circular é o de indicar os ajustes necessarios
para viabilizar a utilizacdo da tecnologia Tag-Man
para ensaios de expressao alelo-especificos. Dessa
maneira, os ajustes deverao ser feitos caso a caso
com base nas informacdes aqui expostas, com base
nas sondas especificas para os genes de interesse.

Discriminacéao alélica do gene
SbMATE

Testes com diferentes concentracdes de
primers e sondas

O primeiro centimetro dos 28 éapices radiculares de
cada genotipo foram coletados e o RNA total foi
extraido utilizando o kit RNeasy Plant Mini (Qiagen,
Valencia, CA, USA), segundo recomendacgtes do
fabricante, e tratado com 10U da enzima DNase |,
RNase-free (Qiagen, Valencia, CA, USA) durante o
procedimento de extracao por 15 min a temperatura
ambiente. As amostras foram quantificadas e a
pureza do RNA verificada por meio de leitura a 260
e 280 Om utilizando o espectrofotémetro NanoDrop
3000 (Thermo Fisher Scientific, Worcester, MA).

A verificacao da integridade do RNA foi feita por
eletroforese em gel de agarose 1,5% com tampéo
Tris-acetato EDTA (TAE) 1x, contendo 0,25 ug/mL
de brometo de etideo. A eletroforese foi realizada a
200V por 15 min e o gel visualizado no sistema de
fotodocumentacao Kodak Gel Logic 200 Imaging
System® (Carestream, Health, New Haven, CT).
Para obtencdo do cDNA, foi utilizado o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
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Biosystems, Foster City, CA). A reacao de sintese
do cDNA foi efetuada para um volume final de

20 uL, utilizando 2 ug de RNA total, RT Random
primers e Transcriptase Reversa. As condicdes de
amplificacdo foram 25°C por 10 min, 37°C por 2h
e 85°C por 5 min.

As condicoes de amplificacdo do ensaio de
expressdo para a discriminacao dos diferentes alelos
do gene SBMATE foram otimizadas de maneira a
minimizar possiveis reacoes cruzadas no hibrido,
garantindo assim a especificidade do ensaio. O sinal
cruzado é definido como o sinal proveniente de uma
sonda desenhada para um dado alelo em individuos
expressando o alelo alternativo do gene SbBMATE.
Assim sendo, cada linhagem foi hibridizada com
duas sondas TagMan. Considerando-se que cada
linhagem de sorgo possui somente um dos alelos
em homozigose, o sinal obtido com a sonda
desenhada para o alelo alternativo, que ndo esta
presente na linhagem analisada, constitui o sinal
cruzado.

Inicialmente, varios testes foram realizados
variando-se as concentracdes dos primers e das
sondas para otimizar a discriminacao alélica. As
linhagens usadas nestes testes foram BRO12 e
SC283, que apresentam o alelo T, e a linhagem
SC566, que possui o alelo A. A reacdo TagMan
para a quantificacao relativa dos alelos foi efetuada
primeiramente com uma concentracdao de 100 nM
dos primers, sendo testadas trés concentracoes das
sondas, 50, 150, e 250 nM. Essas concentracdes
das sondas também foram testadas juntamente
com as concentracdes finais de primers de 500

e 900 nM. Para cada linhagem foram feitas duas
reacdes, sendo uma para cada sonda. Foram
adicionados 5 uL do cDNA (diluido 10x) e 10 uL

do TagMan Universal PCR Master Mix 2x (Applied
Biosystems) para um volume final de 20 uyL. O
controle endégeno foi o RNA ribossémico 18S nas
seguintes condicdes: 1 uL de 20x Expression Assay
Mix 18S (Applied Biosystems), 10 uL de TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e

5 uL do cDNA (diluido 10.000x) para um volume
final de 20 uL. Outros testes foram realizados
mantendo-se a concentracao de primers a 500 nM e
alterando-se as concentracdes das sondas para 30
e 20 nM, seguindo a idéia de que uma diminuicao
na concentracao da sonda deveria resultar em um
aumento de especificidade do ensaio.

do Gene de Tolerancia ao Aluminio SOMATE em Sorgo

Apds varios testes, verificou-se que a melhor
concentracao dos primers foi a de 500 nM.
Utilizando-se as sondas em concentracoes maiores
do que 50 nM e os primers em concentracoes
diferentes de 500 nM, foram encontrados
resultados que mostraram uma diferenca na
expressao entre o sinal especifico e inespecifico
de aproximadamente 3 vezes (dados nao
apresentados). Quando a concentracao dos primers
de 500 nM e a das sondas de 50 nM foi usada,
observou-se uma diferenca na expressao do alelo
A da linhagem SC566 de 6 vezes em relacédo ao
sinal cruzado. O alelo T das linhagens BRO12 e
SC283 apresentou expressdo de aproximadamente
13 e 16 vezes maior do que o sinal cruzado dessas
linhagens, respectivamente (Figura 1a). Porém, o
melhor resultado, aquele que mais discriminou os
alelos, foi aquele utilizando-se a sonda a 20 nM

e os primers a 500 nM. Nessa condicao, o sinal
especifico foi 44 vezes maior do que o inespecifico
na linhagem SC566, 49 vezes na linhagem BRO12 e
146 vezes na linhagem SC283 (Figura 1b).

Com as condicbes das reacoes otimizadas, foi
realizado um ensaio com as linhagens BRO12,
SC283 e SCH66, onde a expressao de cada alelo
foi normalizada pelo seu sinal cruzado (i.e. a
linhagem que expressa o alelo T foi normalizada
pelo sinal cruzado, obtido pela sonda A) (Figura 2).
De acordo com o resultado mostrado na Figura 2,
uma maior expressao do alelo presente em cada
uma das linhagens foi detectada com o ensaio
alelo especifico. Portanto, o sinal especifico foi
substancialmente maior do que o inespecifico em
todos os casos. Dessa maneira, torna-se possivel
a utilizacado desse ensaio em estoques hibridos
com a finalidade de quantificar simultaneamente

a expressao de cada alelo do gene SOBMATE e,
portanto, suas contribuicdes para a toleradncia ao Al
em sorgo.
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Figura 1. Anélise de expressao alelo-especifica do gene SOBMATE
baseada no SNP T/A. As linhagens BRO12 e SC283 possuem

o alelo T, enquanto a linhagem SC566 apresenta o alelo A.
SC566-A, BRO12-A e SC283-A representam a expressdo obtida
com a sonda A (barras brancas) e SC566-T, BRO12-T e SC283-T
representam a expressao obtida com a sonda T (barras pretas).
Para cada linhagem, os resultados foram normalizados pelo sinal
cruzado (e.g. SC566-T foi utilizado para normalizar os resultados
obtidos com SC566-A; portanto, a expressao especifica do

alelo A na linhagem SC566 foi aproximadamente 40 vezes o
sinal inespecifico, SC566-T). Na Figura 1a, estdo mostrados os
resultado com as sondas na concentracdo de 50 nM e 500 nM
de primers. Na Figura 1b, esté o resultado utilizando as sondas a

20 nM e os primers na concentracdo de 500 nM.
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Figura 2. Discriminacao alélica do gene SODMATE utilizando o
ensaio TagMan. A normalizacdo foi feita com o sinal cruzado

dos alelos de cada linhagem. As barras brancas representam
resultado da expressao das reacoes efetuadas com a sonda alelo
A e as barras pretas representam as reacdes efetuadas com a
sonda alelo T. A e T apds a designacéo da linhagem indicam a
sonda utilizada para a andlise de expressao. Foram adotadas trés

repeticoes técnicas.

Aplicacdes e perspectivas

As evidéncias indicam que a base molecular dos
efeitos alélicos no loco A/t sdo polimorfismos em
regioes regulatérias que afetam a expressdo do gene
SbMATE. Além disso, evidéncias recentes indicam

a ocorréncia de efeitos de background genético
afetando a expressdo do gene Alf,, e, portanto, a
toleréncia ao Al em sorgo.

O ensaio alelo-especifico desenvolvido neste
trabalho seré utilizado na quantificacao especifica
dos diferentes alelos expressos em estoques
hibridos gerados pelos cruzamentos da linhagem
SC566 com outras linhagens de sorgo.

A definicdo da natureza molecular dos efeitos
regulatérios sera fundamental para o futuro
isolamento desses fatores. Isso permitirad

a formulacao de estratégias avancadas de
melhoramento molecular da tolerancia ao Al em
sorgo visto que niveis maximos de tolerancia podem
ser alcancados pela combinacdo de alelos favoraveis
no loco Alt,, com aqueles de locos regulatérios
localizados em posicdes ainda nao determinadas.
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