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RESUMO 

 
A soja (Glycine max) é uma das principais commodities globais, essencial na nutrição 

humana e animal e na produção de biodiesel. Originária da China, enfrenta desafios 

devido à expansão das áreas de cultivo, demanda crescente, base genética limitada 

e, principalmente, adversidades climáticas. Diante disso, o presente estudou teve 

como objetivo analisar transcriptomas para identificar vias metabólicas e genes 

associados à longevidade, como proteção contra a deterioração, de duas cultivares 

de soja: semente amarela e preta, com diferentes respostas de longevidade durante 

o armazenamento em duas condições, um ambiente não controlado e outro controlado 

em câmara fria. Utilizou-se RNA-seq para analisar o transcriptoma das sementes em 

cada tratamento. Os resultados mostram diferenças significativas na expressão 

gênica entre as cultivares, identificando genes essenciais para a manutenção do DNA, 

metabolismo de proteínas e lipídios, fatores de transcrição relacionados ao estresse. 

O estudo oferece insights sobre os aspectos genéticos que afetam a longevidade das 

sementes de soja, sugerindo alvos para futuras intervenções biotecnológicas. 

 

 

Palavras-chave: Tegumento preto. Longevidade. Sementes de soja. Transcriptomas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

ABSTRACT 
 
Soybeans (Glycine max) are one of the world's major commodities, essential for 

human and animal nutrition and biodiesel production. Originating from China, they face 

challenges due to the expansion of cultivation areas, increasing demand, limited 

genetic base, and, notably, climatic adversities. Given this, the present study aimed to 

analyze transcriptomes to identify metabolic pathways and genes associated with 

longevity, such as protection against deterioration, in two soybean cultivars: yellow and 

black seeds, with different longevity responses during storage in two conditions, an 

uncontrolled environment and a controlled cold chamber. RNA-seq was used to 

analyze the seed transcriptome in each treatment. The results show significant 

differences in gene expression between the cultivars, identifying essential genes for 

DNA maintenance, protein and lipid metabolism, and stress-related transcription 

factors. The study provides insights into the genetic aspects affecting soybean seed 

longevity, suggesting targets for future biotechnological interventions. 

 
 
 
Keywords: Black seed coat. Longevity. Soybean seeds. Transcriptomes. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A soja, Glycine max (L. Merr), é uma das principais commodities agrícolas 

no cenário global, representando uma fonte significativa de proteínas para o consumo 

humano e animal (Hartman; West; Herman, 2011; Liu et al., 2020). Originalmente 

cultivada na China, esta foi amplamente disseminada pelo mundo, tornando-se 

fundamental para a indústria alimentícia, produção de biodiesel e criação de rações 

para animais (Bonato e Bonato, 1987; FAO, 2020). Sua importância cresceu ao longo 

do tempo devido à versatilidade na aplicação e o aumento da demanda por alimentos 

ricos em proteína (Medic, 2014; Pagano, 2016). 

A produção global de soja atingiu níveis recordes em 2022/2023, com o 

Brasil sendo o maior produtor, contribuindo com 154,6 milhões de toneladas (CONAB, 

2023). No entanto, a crescente demanda e a expansão das áreas de cultivo trouxeram 

desafios significativos, o que é agravado pela base genética limitada dos cultivares 

atualmente disponíveis. Nesse contexto, questões relacionadas à qualidade e 

longevidade das sementes emergiram como preocupações críticas, especialmente 

com relação ao armazenamento e ao impacto das condições climáticas variáveis. 

As características fisiológicas da semente de soja são fundamentais para 

seu desempenho no campo e sua longevidade após a colheita (Krzyzanowski, 2004). 

Essas características, como germinação, vigor, sanidade e genética, determinam a 

capacidade da planta em alcançar altos níveis de produção (Matos, 2013; Miranda, 

2020). No entanto, fatores ambientais, como alterações climáticas e infecções por 

fungos, podem afetar negativamente o estado fisiológico da semente, comprometendo 

sua qualidade (França-Neto, 2018; Turner, 2020; Chang, 2020; Sarkar, 2021). Por 

outro lado, a longevidade da semente é determinada por uma variedade de compostos 

protetores, incluindo oligossacarídeos, proteínas de choque térmico e antioxidantes 

que retardam as reações deteriorativas e mantêm a estabilidade metabólica durante 

o armazenamento. Na soja, a pigmentação do tegumento está relacionada à 

expressão dos genes da Chalcona Sintase (CHS), influenciando sua qualidade 

fisiológica e longevidade (Bellaloui et al., 2012; Huth et al., 2016; Kuchlan et al., 2018; 

Kafer, 2022). A compreensão desses aspectos é essencial para garantir a produção 

sustentável e a preservação das sementes de soja (Sattler et al., 2004; Nagei et al., 

2015; Debeaujon et al., 2000). 
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Nesse contexto, é crucial entender os fatores que afetam a qualidade das 

sementes de soja e a importância da diversidade genética para a resiliência do cultivo. 

Este estudo aborda essas questões, analisando o transcriptoma de duas cultivares de 

soja, uma preta (BRS 715A) tolerante ao armazenamento e uma amarela (DM 6563 

IPRO), suscetível ao armazenamento, para identificar as vias metabólicas que 

influenciam sua longevidade durante o armazenamento não controlado e controlado. 
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo geral  

• Prospectar transcritos potencialmente envolvidos com o processo de 

longevidade em 2 cultivares de soja com respostas diferentes no 

armazenamento, em câmara fria e ambiente não controlado; 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Identificar as vias metabólicas relacionadas com a proteção contra deterioração 

das sementes durante o armazenamento na cultivar tolerante; 

• Caracterizar os genes relacionados a tolerância ao armazenamento; 

• Selecionar candidatos para a validação de RT- qPCR; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1. A cultura da Soja 

A soja, Glycine max (L. Merr), uma das principais commodities do mundo, 

com origem na China, vem se tornando cada vez mais notável na produção de 

proteínas, tanto para consumo humano quanto animal, representando mais de um 

quarto da oferta total (Hartman; West; Herman, 2011; Liu et al., 2020). Além disso, a 

versatilidade desta leguminosa também confere vastas aplicações, desde a indústria 

alimentícia até a fabricação de fibras, biodiesel e cosméticos (FAO, 2020). 

Sua história data desde os antigos povos chineses, evidenciando sua 

importância na alimentação humana (Bonato e Bonato, 1987). Devido ao alto teor de 

óleo e proteína, os grãos de soja têm desempenhado um papel fundamental na 

nutrição humana e animal ao longo dos séculos (Medic, 2014; Pagano, 2016). Esse 

processo culminou na adoção de sistemas de cultivo que transformaram a agricultura 

para atender as demandas humanas (Mazoyer e Roudart, 2010). 

Na última década, o aumento da área global de cultivo da soja, reflete a 

crescente demanda por essa cultura, com o Brasil se destacando como o principal 

exportador mundial (Moreira, 2014), seguido pelos Estados Unidos e Argentina. Os 

três países juntos representam 80% de toda produção global (Fao, 2020). Esse 

crescimento é atribuído, em parte, ao desenvolvimento de variedades adaptadas ao 

clima tropical, técnicas avançadas de manejo do solo e práticas de cultivo eficientes 

(Câmara, 2020). 

Na safra de 2022/2023, o Brasil alcançou um recorde de produção, 

estimado em 154,6 milhões de toneladas, representando um aumento significativo de 

23% quando comparado à safra anterior (CONAB, 2023). No entanto, as previsões 

para a safra atual indicam condições climáticas variáveis e prejudiciais, resultando em 

perdas na produtividade, com uma projeção de queda de 7,6% na produção brasileira 

de grãos em 2023/24 (CONAB, 2024). 

A relevância da soja transcende fronteiras e épocas. Seja na antiguidade, 

como fonte de alimento, ou nos tempos atuais, como a cultura com maior impacto 

econômico e social, a soja continua desempenhando um papel vital e, para tanto, é 

necessário aprimorar características de interesse e usar do melhoramento genético. 
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Entretanto, o uso frequente, no Brasil, de quatro conjuntos de genótipos 

(CNS, S-100, Roanoke e Tokyo) no processo de melhoramento genético pode ser 

considerado um fator importante na perda da diversidade genética (Gwinner et al., 

2017). Contudo, existe a possibilidade de, por meio da prospecção de genes, explorar 

a diversidade genética de cultivares selvagens e espécies próximas. 

 

3.2. Características fisiológicas da semente  

A semente de soja, diferentemente do grão, é um organismo vivo, ou seja, 

capaz de germinar uma nova planta, que é medida pelo seu estado fisiológico e usado 

no melhoramento genético; já o grão, é avaliado pelas propriedades físico-químicas 

que atendam ao mercado gastronômico ou a indústria (Matos, 2013; Miranda, 2020). 

Este estado fisiológico da semente é um conjunto de atributos, sendo eles 

germinação, vigor, sanidade e genética. Este conjunto determinará o desempenho da 

planta quando submetida a campo para alcançar altos níveis de produção 

(Krzyzanowski, 2004). 

Como principal fator que afeta esse estado temos as alterações climáticas, 

que levam à deterioração da semente por fatores relacionados com a umidade e 

temperatura (Huth, 2010; França-Neto, 2018). Além disso, há outros fatores que 

agravam essa condição, como infecção por fungos em campo, o processo de 

secagem que precede o armazenamento, ou ainda problemas que levam a má 

maturação do grão ainda na planta (França-Neto, 2018; Turner, 2020; Chang, 2020; 

Sarkar, 2021). 

 

3.3. Longevidade 

A longevidade da semente é determinada pela habilidade biológica desta 

se estabilizar por longos períodos, proporcionado pelo estado vítreo das células, uma 

matriz que retarda as reações deteriorativas e suspende as atividades metabólicas 

(Buitink, 2000; Walters, 2005; Vertucci, 2010). Esta característica é determinada por 

uma variedade de compostos protetores, como oligossacarídeos da família sacarose 

(Suc) e rafinose (Raf) (Salvi, et al. 2016; Zinsmeister et al., 2016) e um conjunto de 

proteínas, como as proteínas de choque térmico (chaperonas HSP) e as envolvidas 

na embriogêneses (LEA)(Carvalho et al., 2015; Ganesan et al., 2017), que atuam em 

conjunto para evitar a desnaturação de proteínas envolvidas em processos fisiológicos 
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básicos e a desestabilização da membrana durante e após a secagem. Além disso, é 

importante ressaltar os mecanismos antioxidantes, como a glutationa e flavonoides, 

que vão evitar a oxidação de ácidos nucleicos, proteínas e lipídios (Debeaujon et al., 

2000; Sattler et al., 2004; Nagei et al., 2015). 

Nas leguminosas, a partir do enchimento das sementes, é adquirida a 

longevidade progressivamente conforme esta é maturada (Zanakis et al., 1994a; 

Verdier et al., 2013; Leprince et al., 2017). Porém, na soja, não há consenso sobre 

essa informação. Por exemplo, alguns trabalhos indicam que tal longevidade pode ser 

alcançada assim que se atinge o máximo de enchimento das sementes (Marcos-Filho, 

2009; Gillen et al., 2012) ou, então, durante a maturação (Zanakis et al., 1994a; 

Zanakis et al., 1994b). Esse desconhecimento pode acabar levando a um atraso na 

colheita e a submissão do material a riscos como a rápida deterioração, devido a 

fatores que afetam a qualidade da semente, como a temperatura e a umidade (Zanakis 

et al., 1994a; Zanakis et al., 1994b). 

Portanto, há uma série de questões não elucidadas que relacionam o vigor 

e a aquisição da longevidade na maturação tardia (Pereira et al., 2017). Porém, o que 

se pode inferir é que as características fisiológicas e a longevidade, apesar de serem 

diferentes, estão intimamente ligadas, se relacionando pela preservação dos 

metabolismos fisiológicos da semente e por perderem seus elementos sob as mesmas 

condições, indo de fatores abióticos e bióticos, até o mal manuseio do produto. 

 

3.4. Armazenamento da soja 

O armazenamento das sementes de soja é uma estratégia fundamental, 

tanto por questões logísticas na produção como na comercialização (Smaniotto, 

2014). Essa prática é fundamental para preservar a viabilidade e o vigor da semente 

(Azevedo, 2003), uma vez que o processo de deterioração é inevitável e pode ser 

apenas retardado dentro das diferentes condições de armazenamento e das 

características intrinsicas das sementes (Cardoso, 2012). 

No Brasil, a maior parte das áreas de produção está localizada em 

ecossistemas tropicais e subtropicais, onde a germinação e, principalmente, o vigor 

das sementes são difíceis de alcançar se forem armazenadas em ambientes não 

controlados. Essas condições ambientais adversas afetam o armazenamento, 

especialmente a umidade relativa do ar (Zuchi et al., 2013). 
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Durante a temporada pós-colheita, é crucial que a estocagem seja realizada 

em condições adequadas de embalagem até a semeadura (Lima, 2014), no intuito de 

atender a Lei nº 10.711 de agosto de 2003, que, para fins de comercialização, as 

sementes devem obter uma taxa de germinação acima de 80%. No entanto, não 

apenas a umidade relativa do ar influencia o armazenamento, mas também problemas 

como temperatura, trocas gasosas, infestação por fungos e insetos, além de 

características intrínsecas da semente, como o tegumento e o teor de água (Martins-

Filho, 2001; Gonçalves, 2003; Caldwell, 2005; Deschamps, 2006). Estes últimos são 

fortemente determinados por características genéticas, afetando o nível de 

germinação, vigor e desenvolvimento das sementes, o que leva à necessidade de 

estudos em diferentes cultivares para a seleção de genótipos adequados (Martins-

Filho, 2001; Gris, 2010; Carvalho, 2014). 

Estudos têm demonstrado os danos que a umidade pode causar no 

potencial fisiológico durante o armazenamento. Em condições de ambiente não 

controlado (25ºC), os efeitos foram mais pronunciados em comparação com as 

sementes mantidas em câmara fria, com umidade relativa (UR) de 65% e temperatura 

de 10ºC (Vieira, 2010). Após 12 meses de armazenamento, as sementes submetidas 

a 25ºC apresentaram uma significativa queda de vigor, enquanto aquelas mantidas 

em condições controladas permaneceram estáveis (Vieira, 2013). Assim, é crucial 

continuar pesquisando e desenvolvendo técnicas de armazenamento para garantir a 

qualidade das sementes de soja, uma vez que sua produção desempenha um papel 

vital na produção global. 

 

3.5. Variabilidade genética da soja e estudos de transcriptoma 

A expansão do cultivo da soja a partir da China, seu local de origem, para 

as demais localidades do oriente e do ocidente levou à seleção de várias cultivares 

com diversas características, considerando as que respondem melhor a condições 

climáticas e geográficas (Song et al., 2013). Este processo estabeleceu as variedades 

crioulas, adaptadas a cada região, resultando em um estreitamento histórico da 

diversidade genética da cultura ao longo dos anos, em função de cruzamentos entre 

parentais para seleção de algumas características específicas (Song et al., 2013). 

Posteriormente, isso é agravado pela seleção de linhagens altamente produtivas pelos 

programas de melhoramento genético modernos (Mikel et al., 2010; Zhou et al., 2015; 
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Hegstad et al., 2019). Desta forma, a diversidade reduzida afeta o potencial de ganhos 

genéticos, aumentando a susceptibilidade a estresses bióticos e reduzindo a 

adaptabilidade a mudanças ambientais (Smith et al. 2015). 

Como solução, os programas de melhoramento modernos devem levar em 

conta não apenas a produtividade, mas também a preservação da diversidade na soja 

(Gwinner et al., 2017). Para tanto, as plataformas de coleções de germoplasma, que 

abrangem uma vasta gama de acessos, apresentam desde cultivares primitivas e 

crioulas até espécies selvagens relacionadas ao material de interesse, além de 

linhagens recombinantes e híbridos (Kim et al., 2012). 

Atualmente, existem cerca de 61.688 acessos de soja e de outras espécies 

selvagens do gênero Glycine registrados em plataformas como Genesys. 

Ferramentas como esta facilitam a partilha de informações ao nível global (Genesys, 

2021). O banco de germoplasma brasileiro, mantido pela Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN em Brasília - DF/BR, contém 

aproximadamente 55 mil linhagens do gênero Glycine, incluindo materiais nacionais 

melhorados e cultivares adaptadas a áreas tropicais e subtropicais (Landgraf, 2020). 

Apesar da baixa variabilidade genética entre as cultivares de soja 

disponíveis, ainda é possível encontrar alterações em algumas características, como 

a cor do tegumento, que pode variar do amarelo ao verde, preto e marrom até bicolor 

(Canção et al., 2016; Gwinner et al., 2017). Este caráter encontra-se ligado 

intimamente com a longevidade da semente, pelo fato da coloração preta estar 

relacionada ao maior teor de lignina, o que reduz danos ocasionados pela umidade, 

por fungos de armazenamento e danos mecânicos (Bellaloui et al., 2012; Huth et al., 

2016; Kuchlan et al., 2018; Kafer, 2022). 

 

 3.6. Coloração do tegumento  

O tegumento, camada externa das sementes, apresenta alguns 

componentes como a epiderme da testa, formada pelas cutículas e pelas células 

paliçádicas ou macroesclerideos; a hipoderme da testa, formada pelas células em 

ampulheta ou fosteosclerídeos, e as células parenquimatosas, que é a camada 

externa da semente, originada do óvulo (Mertz-Henning, 2009; Miller et al., 2010; Park 

et al., 2012). Suas principais funções são proteger o embrião contra danos mecânicos 

e ataques microbianos, regular as trocas gasosas e de água entre o embrião e o 
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ambiente externo, bem como proteger durante a absorção de compostos, evitando a 

ruptura celular (Park et al., 2012). Essas são características intimamente ligadas à 

qualidade da semente. 

A pigmentação do tegumento é um traço moderadamente complexo, 

controlado por cinco loci principais, dos quais três, I, R e T, estão envolvidos em vias 

de pigmentação baseada em flavonoides (Song et al., 2016). Na soja, quatro alelos 

do locus Inibidor (I) determinam a pigmentação do tegumento da semente, produzindo 

uma cor amarelo pálido, um hilo pigmentado e regiões pigmentadas em forma de 

“sela”, enquanto o alelo recessivo desse locus resulta na pigmentação preta ou 

marrom (Tuteja et al., 2009; Senda et al., 2012). Este locus foi mapeado e revelou 

regiões codificadoras da enzima Chalcona Sintase (CHS) (Todd; Vodkin, 1996; Tuteja 

et al., 2004), que atua na via dos fenilpropanoides, responsável pela produção de 

antocianinas, conferindo à semente de soja a coloração preta (Hernandez-Garcia, 

2019). 

A expressão dos genes CHS pode ser influenciada pela regulação pós-

transcricional através do RNA de interferência (siRNAs), mas sua expressão varia 

entre as cultivares. Sementes com tegumento amarelo claro (alelo I) produzem 

siRNAs de CHS no tegumento, enquanto sementes de tegumento pigmentado (alelo 

i) não produzem (Tuteja et al., 2009; Hernandez-Garcia, 2019). 

As cultivares com tegumento preto apresentam alto teor de lignina e outros 

metabólitos da via dos fenilpropanoides, como flavonoides e antocianinas, o que 

também pode estar relacionado à longevidade das sementes (Menezes et al., 2009; 

Abati et al., 2021). A camada paliçádica e as células em formato de ampulheta são 

mais espessas nesse genótipo, proporcionando maior rigidez à camada, levando a 

maior qualidade fisiológica e menor permeabilidade na soja preta (Mertz et al., 2009; 

Kuchlan et al., 2010; Bahry et al., 2015). Por esta razão, o processo de absorção do 

tegumento preto é mais lento, minimizando assim a deterioração (Bahry et al., 2017). 

 

3.7. A tecnologia de RNA-seq 

A biotecnologia é uma área de pesquisa e desenvolvimento que impacta 

diversos setores, com destaque para tecnologias moleculares avançadas, tais como 

a edição de genoma, o sequenciamento de RNA e a análise da expressão e 

funcionamento de vias metabólicas (Malajovich, 2016). O sequenciamento de RNA, 
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conhecido como RNA-Seq, é uma ferramenta que permite quantificar a expressão 

genética, detectar variantes de permuta, como as de nucleotídeos únicos (SNPs) e 

explorar novos transcritos codificantes e não codificantes (Kratz; Carninci, 2014; 

Molinari et al., 2021a). Para garantir resultados biológicos precisos com o RNA-Seq, 

vários aspectos devem ser considerados, como o desenho experimental, o tipo de 

biblioteca sintetizada (single-end ou paired-end), o tamanho dos fragmentos gerados 

e o número de repetições biológicas. Além da disponibilidade dos genomas das 

espécies, a escolha dos softwares adequados para a montagem dos transcritos e a 

análise computacional, bem como a profundidade e a cobertura do sequenciamento 

(Conesa et al., 2016; Molinari et al., 2021a). 

De modo geral, os experimentos de RNA-Seq seguem algumas etapas 

básicas: 1) desenho experimental apropriado e seleção da plataforma de 

sequenciamento; 2) extração do RNA, que pode ser total ou fracionado; 3) construção 

das bibliotecas de cDNA; 4) sequenciamento e 5) análises bioinformáticas (Fang et 

al., 2012; Hrdlickova et al., 2016; Conesa et al., 2016; Molinari et al., 2021a). As 

análises bioinformáticas incluem verificação de qualidade dos fragmentos, limpeza de 

dados, montagem dos transcritos no genoma referência ou montagem de novo e 

análise de expressão diferencial, levando em consideração o algoritmo necessário 

para o número de repetições biológicas do experimento (Conesa et al., 2016; Molinari 

et al., 2021a). 

A etapa final envolve a biologia de sistemas, que visa anotar e identificar 

as funções biológicas dos genes por meio de diversos softwares (Garg; Jain, 2013; 

Costa-Silva et al., 2018). Nas plantas, o RNA-Seq tem sido amplamente utilizado para 

estudar a dinâmica do transcriptoma em vários aspectos do crescimento e 

desenvolvimento vegetal (Martin et al., 2013). Particularmente na soja, esta 

ferramenta tem sido aplicada com sucesso para identificar genes diferencialmente 

expressos em variados tecidos, estágios de desenvolvimento e tratamentos (Severin 

et al., 2010; Jones; Vodkin, 2012; Marcolino-Gomes et al., 2014; Wang et al., 2014; 

Liu et al., 2017; Leisner; Yendrek; Ainsworth, 2017; Lima et al., 2017; Reis et al., 2020; 

Molinari et al., 2021b). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Preparo do material biológico para coleta de amostra para RNA-seq e RT-qPCR 

Para coleta dos dados, o experimento foi realizado em casa de vegetação. 

Primeiro foi utilizado material biológico para a análise de RNA-Seq e, segundo, para 

as análises de RT-qPCRs. As cultivares escolhidas neste experimento foram 

previamente caracterizadas quanto aos seus teores de lignina, compostos fenólicos e 

qualidade fisiológica (Abati et al, 2021, Abati et al., 2022). As duas cultivares foram 

selecionadas em função da resposta ao comportamento no armazenamento: BRSMG 

715A - de tegumento preto, sendo caracterizada como tolerante ao armazenamento e 

DM 6563 IPRO - de tegumento amarelo, definida como suscetível ao armazenamento. 

As sementes foram germinadas em papel para germinação em períodos 

alternados de luz e escuro em câmara de germinação, por 4 dias, a 28 ± 1°C e 100% 

de umidade relativa (UR). Após a germinação, foram transferidas duas plântulas com 

raiz primária uniforme por vaso (8L). O experimento totalizou 100 vasos. Cada vaso 

continha uma mistura de substrato 1:1 (solo fertilizado e areia lavada). O experimento 

foi conduzido em casa de vegetação em condição de dias curtos (10h de luz/ 14h de 

escuro) a 28 ± 2°C e condições ótimas de irrigação. 

As sementes foram colhidas quando as cultivares atingiram a maturação 

plena. As sementes foram debulhadas manualmente e na sequência homogeneizadas 

para compor uma amostra de trabalho de 500g. Para cada cultivar, a amostra foi 

subdividida em dezoito partes iguais, as quais foram utilizadas para compor os 

diferentes tratamentos T0 - recém-colhidas contendo três repetições; CF - 

armazenamento em câmara fria por 6 meses (10°C e umidade relativa 50%), e 

armazenamento em ambiente não controlado por 6 meses, sendo cada tratamento 

composto por 2 repetições. As amostras das sementes maduras inteiras foram 

utilizadas para extração do RNA total. 

 

4.2. Análise do RNA-seq 

As amostras de sementes coletadas de ambos os métodos de tratamento 

foram congeladas em nitrogênio líquido (N2) e armazenadas a -80°C até a extração 

do RNA. As amostras foram maceradas em N2 e o RNA total foi extraído utilizando o 

kit Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen, CA, EUA) de acordo com as 
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especificações do fabricante. A quantificação do RNA foi realizada utilizando 

espectrofotômetro NanoDrop de acordo com os seguintes parâmetros de qualidade e 

pureza: concentração > 600 ng μL, proporção 260/280 variando de 1,8 a 2,0 e 

proporção 260/230 ≥ 2,0. O RNA foi tratado com o kit Turbo livre de DNA para remover 

o DNA genômico residual (Invitrogen, CA, EUA). A integridade do RNA foi avaliada 

por eletroforese em geis de agarose a 1% (p/v) corados com brometo de etídio (1 

μg/ml) (Sambrook et al., 1989). 

Amostras de RNA total de alta qualidade foram enviadas à Universidade da 

Geórgia (Georgia Genomics Facility - GGF, EUA) para sequenciamento. As amostras 

foram avaliadas em um instrumento Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 

Inc.) antes do sequenciamento, e apenas amostras com um número de integridade de 

RNA (RIN) ≥ 7,00 foram usadas para sintetizar bibliotecas de mRNA-Seq. As 

bibliotecas foram sintetizadas usando o kit Ilumina TruSeq™ SBS v5 Poly-A. 

Cobertura de pelo menos 1X do genoma na plataforma de sequenciamento de 

extremidade emparelhada Illumina NextSeq 500 1.9 75bp (Illumina, San Diego, CA, 

EUA). Cada amostra foi sequenciada em duplicatas biológica, gerando um total de 12 

bibliotecas de mRNA (2 réplicas de BRSMG 715A - T0, 2 réplicas de BRSMG 715A - 

A, 2 réplicas de BRSMG 715A - CF, 2 réplicas de DM 6563 IPRO - T0, 2 réplicas de 

DM 6563 IPRO - A, 2 réplicas de DM 6563 IPRO – CF). 

 

4.3. Análise de bioinformática  

A qualidade bruta dos fragmentos ou reads foi avaliada usando o software 

FastQC v.0.11.5, antes e depois da remoção de adaptadores e de sequências de 

baixa qualidade (Andrews 2010; Patel & Jain 2012). A limpeza dos fragmentos foi 

realizada utilizando o software Trimmomatic versão 0.36 (Bolger et al., 2014), com 

corte normalizado para cada quatro nucleotídeos a partir do final da sequência com 

índice de qualidade inferior a 30 (índice de qualidade Phred, Q ≥ 30). 

O alinhamento dos fragmentos foi realizado pelo software HISAT2 v.2.1.0 

usando o genoma da soja Wm82.a2.v1 como referência (Goodstein et al., 2011, Kim 

et al., 2015). Os artefatos de PCR do sequenciamento da Illumina foram então 

removidos usando o software Samtools v.1.5 (Li et al. 2009). A montagem dos 

transcritos foi realizada usando o software Stringtie v.1.3.3 (Pertea et al., 2015) e a 
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expressão relativa foi realizada com o software EdgeR v.3.22.3 (Robinson et al.,2010; 

Racine, 2012), no RStudio v.3.5.1 (Pertea et al., 2015). 

 

4.4. Análise dos genes diferencialmente expressos 

Em cada tratamento (T0; A; CF), comparou-se cultivares de tegumento 

preto (BRSMG 715A) e amarelo (DM 6563 IPRO) para identificar os genes 

diferencialmente expressos. Genes com valores de mudança de dobra Log2 (Log2FC) 

≤ – 1 e ≥ + 1, com probabilidade ajustada de p (padj ≤ 0,05) para a redução da taxa 

de falsos positivos (FDR) e logCPM positivo foram considerados diferencialmente 

expressos (Molinari et al., 2021a). A anotação genética foi realizada utilizando a 

ferramenta Phytomine (Goodstein et al., 2011). 

Após a identificação dos genes diferencialmente expressos, estes foram 

submetidos ao Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov), usado a versão 

Glycine max Wm82.a4.v1, para a análise individual.  De forma manual foi anotado de 

cada um dos genes, de acordo com as informações disponíveis no site, sendo obtidos 

o seu GO (Gene Ontology), o identificador KEGG, a sua função e, na ausência de 

uma das duas primeiras informações, foi registrado o número Pfam. O enriquecimento 

genético e a análise de ontologia genética foram realizados usando o software 

ShinyGO V0.77 com base em informações do banco de dados KEGG (Kanehisa & 

Goto, 2000). Os genes que não continham essas informações, foram descartados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. Expressão diferencial 

Os transcriptomas foram submetidos a uma seleção e, em cada tratamento, 

genes sem anotação foram retirados da análise. As cultivares BRS MG 715A e DM 

6563 IPRO, resultaram em 427 e 468 transcritos totais, respectivamente. No 

tratamento Ambiente (A), foram observados 192 transcritos totais para a BRS MG 

715A e destes 138 foram expressos diferencialmente e exclusivos nessa condição, 

sendo 53 regulados positivamente (BRS MG A+) e 85 negativamente (BRS MG A-). 

Para a DM 6563 IPRO, foram identificados 161 transcritos totais, sendo 80 apontados 

como diferencialmente expressos e exclusivos, com 19 regulados positivamente (DM 

6563 A+) e 61 regulados negativamente (DM 6563 A-), representado na Figura 1, 

realizada no site ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/). 

Para o tratamento de Câmara Fria (CF), foram identificados 106 genes 

totais para a BRS MG 715A com 58 expressos diferencialmente e únicos nessa 

condição, sendo 15 regulados positivamente (BRS MG CF+) e 38 regulados 

negativamente (BRS MG CF-). Para DM 6563 IPRO, foram analisados 186 genes 

totais e 110 expressos diferencialmente e específicos desse tratamento, com 19 

regulados positivamente (DM 6563 CF+) e 91(DM 6563 CF-) regulados 

negativamente. 

Na cultivar BRS MG 715A, 22 genes foram encontrados tanto em CF+ 

quanto A+. Esta última condição, A+, ainda compartilha 2 genes diferentes com CF-; 

e A- e CF- apresentam 10 genes compartilhados. Por outro lado, na cultivar DM 6563 

IPRO o compartilhamento de genes entre A- e CF- são de 69, o tratamento A- 

apresenta 2 genes em comum com CF+ e CF- compartilha 5 com A+. 
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Figura 1. Gráfico de Venn para os transcritos totais anotados nas cultivares BRS MG 715A (A) e DM 

6563 IPRO (B), após a limpeza, nas diferentes condições experimentais (CF-, down regulated, CF+, 

up regulated) (A -, down regulated, A+ up regulated). 

 

5.2. Vias metabólicas envolvidas  

Após a seleção dos transcritos exclusivos e a realização das suas 

anotações, estes foram organizados em classes de envolvimento celular dentro de 

cada tratamento, sendo elas: manutenção do DNA, com 36 transcritos; fatores de 

transcrição, 60; metabolismo de proteínas, 96; metabolismo de carboidratos, 33; 

metabolismo de lipídeos, 17; fotossíntese, 10; interação planta-patógeno, 13; 

transporte celular, 43; chaperonas, 16; e outros, 39. Estes últimos foram difíceis de 

relacionar a alguma dessas vias, como, por exemplo, o gene Glyma.13G042200 

(Log2FC 1,09) (DM 6563 A+) descrito como envolvido na tolerância ao sal (Zeng et 

al. 2017); bem como outros que não apresentaram uma função na bibliografia, como 

é o caso de alguns motifs e transposons (Glyma.19G190000 - Log2FC -2,85 e 

Glyma.03G189600- Log2FC -3,09 em BRS MG CF-). A distribuição desses genes em 

cada tratamento é mostrada na Figura 2 e 3, para BRS MG 715 A e DM 6563 IPRO, 

respectivamente, que foram feitas no programa do Excel. 
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Figura 2. Gráfico em barras para o total de transcritos de cada tratamento, associados às diferentes 

vias metabólicas na cultivar BRS MG 71A. 

 

 

 

Figura 3. Gráfico em barras para o total de transcritos de cada tratamento, associados às diferentes 

vias metabólicas na cultivar DM 6563 IPRO. 
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5.3. Fatores de Transcrição 

 Os fatores de transcrição (FT) constituíram a classe com o segundo 

maior número de dados em todos os tratamentos, perdendo apenas para o 

metabolismo de proteínas. Diversos genes dessa classe estão associados à 

germinação e crescimento, como o homólogo do WRKY (Glyma.16G031900 Log2FC 

-2,37) em DM 6563 A-. Esse gene atua como regulador positivo na sinalização do 

ácido abscísico durante a germinação e o início do desenvolvimento de mudas em 

Arabidopsis (Huang et al., 2016) e é envolvido na senescência e estresses (Yin et 

al., 2019). Além disso, foi identificado um gene, EREBP-like factor, 

(Glyma.03G112400 Log2FC 7,92) no tratamento BRS MG A+, relacionado à 

regulação de processos como desenvolvimento, açúcar, sinalização hormonal e 

redox em resposta a estresses abióticos (Dietz et al., 2010), corroborado pelo 

trabalho de Jones e Vodkin, 2013. 

Também foram identificados fatores de transcrição envolvidos na 

resistência a doenças. Em BRS MG A-, destacaram-se os genes Glyma.06G300800 

(Log2FC -1,29) e Glyma.04G088800 (Log2FC -1,03), enquanto em DM 6563 A-, os 

genes Glyma.05G124000 (Log2FC -,8,58) e Glyma.16G156100 (Log2FC -7,78) e, 

em DM 6563 CF-, o gene Glyma.01G025600 (Log2FC -1,11). Todos esses genes 

são anotados como receptores de Leucine rich repeats (LRR), essenciais para o 

reconhecimento de sinais de desenvolvimento, patógenos e fitorreguladores 

vegetais (Belkhadir et al., 2014). 

Outra classe de fatores de transcrição encontrada foi a família Leucine 

zipper (bZIP) em diferentes tratamentos. Em BRS MG A+, destaca-se o gene 

Glyma.09G184300 (Log2FC 1,05); em BRS MG CF-, o gene Glyma.17G096700 

(Log2FC -1,23); em DM 6563 A-, os genes Glyma.01G207300 (Log2FC -1,13) e 

Glyma.13G260300 (Log2FC -10,44). Esses genes estão associados à regulação da 

expressão gênica durante a maturação das sementes (Vicente-Carbajosa e 

Carbonero, 2005; Schallau et al., 2008) e estão diretamente envolvidos na 

expressão de genes SSP - proteínas de armazenamento de sementes (Weltmeier et 

al., 2006). 
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5.4. Metabolismo de proteínas 

Em relação ao metabolismo de proteínas, foram identificados genes 

relacionados ao metabolismo de cisteína e metionina em diferentes tratamentos. No 

tratamento BRS MG A-, destacam-se os genes Glyma.18G278800 (Log2FC -2,10), 

Glyma.13G028400 (Log2FC -1,06) e Glyma.05G193200 (Log2FC -3,07). Em relação 

aos tratamentos DM 6563 CF+ e CF-, foram observados os genes 

Glyma.08G029200 (Log2FC 1,19) e Glyma.07G186000 (Log2FC -2,40), 

respectivamente. Esses aminoácidos sulfurados são considerados essenciais, pois 

não podem ser sintetizados pelo organismo e, portanto, sua presença celular 

depende da absorção. Eles desempenham papéis fundamentais na biossíntese de 

diversas moléculas essenciais para o funcionamento adequado dos organismos, 

incluindo a creatina, carnitina, poliaminas, epinefrina, colina e melatonina (Singer et 

al., 2019; Malle et al., 2020).  

Além disso, um dos produtos do metabolismo desses aminoácidos, a S-

adenosylmethionine, é um precursor importante na formação de lignina por meio da 

metilação de molignóis (Bai et al., 2018), processo crucial para o fortalecimento da 

parede celular e a resistência das plantas a diversos estresses ambientais. 

Outro gene importante, Glyma.07G265700 (Log2FC -1,49) presente em 

BRS MG A-,  foi anotado como E3 ubiquitin ligase. Outros, relacionados com a E3 

ubiquitin foram encontrados em BRS MG CF+ (Glyma.12G116500 Log2FC 7,56) e 

mais dois em BRS MG A- (Glyma.11G107500 Log2FC -1,02 / Glyma.14G050200 

Log2FC -1,01). O produto proteico desses genes está associado à ubiquitinação, 

que tem como alvo proteínas relacionadas com a degradação (Yu et al., 2016). 

Essas proteínas são fundamentais para o desenvolvimento das plantas e, 

principalmente, para a resposta a estresses ambientais (Lim et al., 2013; Park et al., 

2015; Ding et al., 2015).  

Outra família de genes também envolvida nesse processo é a E2 

ubiquitina ou enzimas conjugadoras de ubiquitina, encontrada em BRS MG A+ 

(Glyma.18G016800 Log2FC 7,20), BRS MG A- (Glyma.13G239100 Log2FC -1,34), 

BRS MG CF+ (Glyma.17G034400 Log2FC 2,91) e DM 6563 CF- (Glyma.07G069300 
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Log2FC -1,24), que por sua vez, são encarregados de determinar a especificidade 

da ligação da ubiquitina pelo reconhecimento do substrato (Kornitzer et al., 1994). 

 Por fim, deve-se destacar o metabolismo dos flavonoides, envolvendo os 

genes Glyma.07G021600 (Log2FC -1,27) no tratamento BRS MG A- , 

Glyma.16G149300 (Log2FC -1,39) em BRS MG CF-; Glyma.13G042200 (Log2FC 

1,09) em DM 6563 A+ e Glyma.02G136300 (Log2FC -4,70) em DM 6563 A- . Estes 

estão envolvidos em proteção contra estresse oxidativo, pois o grupo hidroxila nos 

flavonoides são capazes de eliminar espécies reativas de oxigênio e radicais 

hidroxilas, atuando então como antioxidantes (Treml & Smejkal, 2016). Vale 

ressaltar, que este composto químico também está envolvido no processo de teor de 

lignina nas sementes, que em altos níveis impacta na absorção de água pelo 

tegumento, que a longo prazo se torna um fator de longevidade evitando a 

deterioração da semente em armazenamento não controlado (Abati et al., 2022). 

 

5.5. Metabolismo de lipídeos 

Nesta classe, foram identificados muitos genes relacionados aos 

hormônios vegetais, como etileno, giberelinas, ácido abscísico, auxina e 

brassinosteroides. Com relação ao etileno, foram encontrados dois genes 

associados, ambos na BRS MG 715A: Glyma.02G215300 (Log2FC -1,25) no 

tratamento A- e Glyma.20G202200 (Log2FC -2,16) em CF-. Este hormônio afeta o 

crescimento, o desenvolvimento e a resposta da planta a estresses bióticos e 

abióticos (Pattyn et al., 2021). Além disso, promove a germinação, e sua 

superexpressão induz o crescimento da radícula e reduz o crescimento da plântula 

(Ishibashi et al., 2013), além de realizar a formação, manutenção e elongação do 

gancho pulmonar e do hipocótilo (Ahammed et al., 2020). 

Com relação às giberelinas (GA), foram identificados transcritos do gene 

Glyma.09G238300 (Log2FC 1,03) em DM 6563 A+ e Glyma.14G0872 (Log2FC -

1,29) / Glyma.05G034500 (Log2FC -1,31) em DM 6563 CF-. Este fitohormônio está 

envolvido com a quebra da dormência e na germinação das sementes, além de 

interferir na ativação da atividade de hidrolase endógena das sementes que leva a 

promover clivagens de substâncias de armazenamento (Rajjou et al., 2012). Outro 
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hormônio envolvido com a dormência e germinação das sementes é o Ácido 

abscísico (ABA). No entanto, de maneira contrária, o acúmulo de ABA resulta na 

dormência da semente (Vishwakarma et al., 2017). Este foi encontrado associado 

apenas a um gene o Glyma.12G014800 (Log2FC 2) presente no tratamento BRS 

MG CF+. 

As auxinas (AIA), importantes reguladores hormonais, foram identificadas 

em BRS MG A- (Glyma.07G130400 Log2FC -1,21) e BRS MG CF- 

(Glyma.02G125600 Log2FC -2,93). O AIA interfere na biossíntese de ABA, 

aumentando-a e reprimindo a de GA. Estudos de indução de auxina exógena 

evidenciaram que o AIA atua na via de sinalização do ácido abscísico, regulando 

positivamente sua transcrição (Shuai et al., 2017). 

Por fim, mas não menos importante, os brassinosteroides foram 

identificados em BRS MG CF- (Glyma.01G178000 Log2FC -1,22). Semelhantemente 

às GA, promovem a germinação e a elongação de epicótilo e hipocótilo, além de 

atuarem na senescência foliar, indução de genes associados a auxinas, supressão 

de FT WRKY e indução da modificação da parede celular, como o aumento de 

lignina, com regulação positiva na biossíntese de fenilpropanoides (Li et al., 2016; 

Yin et al., 2019; Fan et al., 2020). 

 

5.6. Candidatos para a validação RT- qPCR 

A longevidade das sementes está diretamente associada à síntese de 

Heat Shock Proteins (HSPs) e de diversos co-chaperones envolvidos nas interações 

proteína-proteína e no processo de enovelamento das proteínas (Pereira et al. 

2017). Nos diferentes tratamentos, observaram-se expressões específicas de genes 

relacionados a essas proteínas, Figuras 4 e 5, organizado com o auxílio da 

ferramenta ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) .  

 

 

 

https://biit.cs.ut.ee/clustvis/
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Figura 4.  Heatmap dos candidatos para a validação de RT que estão presentes na cultivar BRS MG 

715A de acordo com cada tratamento. Com seu Log2FC expresso em barra, em vermelho os valores 

dos regulados negativamente e em azul regulados positivamente. 
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Figura 5.  Heatmap dos candidatos para a validação de RT que estão presentes na cultivar DM 6563 

IPRO de acordo com cada tratamento. Com seu Log2FC expresso em gráfico de barras, em vermelho 

os valores dos regulados negativamente e em azul regulados positivamente. 

 

 

No tratamento DM 6563 CF-, destacaram-se os genes Glyma.20G015900 

(Log2FC -1,08) e Glyma.02G244300 (Log2FC -1,30); em DM 6563 A-, o gene 

Glyma.17G053700 (Log2FC -1,12); em BRS MG A-, o gene Glyma.14G219700 

(Log2FC -1,02) e, no tratamento BRS MG CF-, encontrou-se o maior número de 

genes relacionados a essas proteínas, como Glyma.11G025700 (Log2FC -1,20), 

Glyma.13G176300 (Log2FC -1,01), Glyma.04G054400 (Log2FC -1,24), 

Glyma.03G157300 (Log2FC -1,27) e Glyma.04G052000 (Log2FC -1,81). Essas 

proteínas desempenham um papel crucial no estabelecimento de condições de 

dobramento adequadas durante o estresse abiótico (Aguas, 2013) e na proteção 

contra o estresse oxidativo durante o armazenamento (Rao, 2015), contribuindo 

assim para a prolongação da vida das sementes. 
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Além das HSPs, outra família de chaperonas importantes são as 

proteínas DNAJ, que regulam a homeostase proteica em conjunto com as HSP70 

(Pulido & Leister, 2017). Essas proteínas foram identificadas nos tratamentos DM 

6563 A- (Glyma.07G110200 Log2FC -1,22 e Glyma.01G245700 Log2FC -1,30), BRS 

MG CF- (Glyma.12G117900 Log2FC -1,33) e BRS MG A+ (Glyma.12G189400 

Log2FC 1,02 e Glyma.13G312400 Log2FC 1,16). 

É amplamente reconhecido que a maioria das proteínas celulares requer 

a assistência de co-chaperones moleculares em vários estágios de suas vidas. 

Essas chaperonas desempenham papéis cruciais, desde o dobramento de proteínas 

nascentes nos ribossomos até o redobramento após exposição a diferentes 

situações de estresse. Além disso, trabalham em conjunto com proteases para 

degradar proteínas mal dobradas e prevenir danos celulares. A interação sinérgica 

entre chaperonas e proteases permite o controle de qualidade proteica (Bukau et al., 

2006). Com base nessas informações, oito dos genes selecionados para validação 

por RT são chaperonas, evidenciando sua importância nos processos celulares e no 

prolongamento da vida das sementes. 

Outros genes encontrados em BRS MGA- (Glyma.04G082300 Log2FC -

1,51) e DM 6563 CF- (Glyma.20G184600 Log2FC -1,22) foram classificados como 

genes envolvidos no metabolismo proteico. Glyma.04G082300 (Log2FC -1,51) é 

conhecido por estar envolvido na síntese de tocoferol e é membro da família da 

vitamina E, mas está incluído nesta categoria devido ao seu papel na proteção de 

proteínas contra danos oxidativos (Kamal-Eldin, 2006). Além disso, os tocoferóis 

também protegem o óleo de soja da oxidação das ligações duplas, uma vez que as 

sementes de soja são ricas em ácidos graxos insaturados (Ohlrogge e Browse, 

1995; Sattler et al., 2004; Fang et al., 2017). 

Também foi observada uma correlação positiva entre o tocoferol e o teor 

de ácidos graxos totais em diferentes cultivares (Chu et al., 2023). A prevenção da 

oxidação lipídica evita a produção de radicais livres e peróxidos que causam danos 

a proteínas, DNA, estruturas de membranas, consequentemente, a tecidos que 

induziram a perda de vigor nas sementes (Chen et al., 2010; Zhou et al. 2019). 

Quanto a Glyma.20G184600 (Log2FC -1,22), sabe-se que pertence à 
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proteína AWPM-19, uma proteína da membrana plasmática que desempenha um 

papel negativo na regulação da germinação de sementes de arroz (Li et al. 2020), 

apesar de não se tratar de uma leguminosa, é o estudo mais recente sobre tal 

proteína. 
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6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados da análise do transcriptoma das cultivares de 

soja BRS 715A (tegumento preto) e DM 6563 IPRO (tegumento amarelo), 

observamos diferenças na expressão gênica em diferentes condições de 

armazenamento. A BRS 715A teve menos genes expressos diferencialmente, 

indicando possível diferença na regulação gênica sob estresse de armazenamento. 

Analisando as vias metabólicas em cada estágio de armazenamento, 

encontramos genes envolvidos em funções essenciais, mostrando que cada cultivar 

ativa diferentes vias metabólicas para garantir sua sobrevivência e longevidade. 

Identificamos fatores de transcrição associados à germinação, 

crescimento, resistência a doenças e regulação hormonal, sendo down-regulated em 

tratamentos não controlados. 

Identificamos também genes relacionados ao metabolismo de proteínas e 

lipídios, incluindo síntese de aminoácidos sulfurados. Destacamos genes de 

ubiquitinação de proteínas na BRS MG 715A e genes ligados à dormência celular, 

como o ABA. 

Sendo assim, os genes candidatos para validação incluem aqueles 

relacionados à síntese de proteínas de choque térmico, co-chaperonas, enzimas 

antioxidantes e proteínas da membrana plasmática. Essa validação pode confirmar 

os resultados deste estudo sobre os mecanismos moleculares da resposta ao 

estresse de armazenamento. 
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