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RESUMO: A chia (Salvia hispanica 1..) é uma planta anual herbacea considerada como fonte natural de acidos graxos
6mega-3, fibras, proteinas e antioxidantes. No entanto o cultivo no Brasil ainda é recente e as informagdes e
recomendacGes técnicas existentes sdo limitadas, principalmente a respeito de adubacdo e época de semeadura.
Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicacio de doses de fésforo na expressio de genes
responsaveis pela sintese de lipidios da cultura da chia. Foi conduzido o experimento em na Fazenda de Universidade
Estadual de Maringa no Campus Regional de Umuarama. O solo usado no experimento é um Latossolo Vermelho
Distréfico tipico, com textura arenosa. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
quatro e cinco repeti¢es. Os tratamentos foram compostos por quatro doses de P>Os aplicados na semeadura (0, 40,
80 e 120 kg ha). Foi avaliada a expressio dos genes responsaveis pelo metabolismo de lipidios OLE1 e MGAT.
Palavras-chave: Salvia hispinica;, teor de éleo; adubacio fosfatada.

Lipid metabolism gene expression of chia under phosphorus rates

ABSTRACT: Chia (Salvia hispanical..) is an annual herbaceous plant considered as a natural omega-3 fatty acids, fibers,
proteins and antioxidants source. However, cultivation in Brazil is still recent and the existing information and technical
recommendations are limited, mainly regarding fertilization. Therefore, the present work aimed the phosphorus rates
application effect on the genes expression responsible for chia plants lipid synthesis. The experiment was conducted
at farm of Universidade Estadual de Maringa at the Regional Campus of Umuarama, Parand, Brazil. The experimental
design was a completely randomized design with four and five replications. The treatments were composed of four
rates of P2Os at sowing (0, 40, 80 and 120 kg ha'). The expression of the genes responsible for lipid metabolism OLE1

and MGAT.

Key words: Salvia hispanica; oil meaning; phosphate fertilization.

1. INTRODUCAO

A chia (Salvia bispanica 1..) é uma planta anual herbacea,
pertencente a familia Iamiaceae, natural do México
(HERNANDEZ-GOMES et al., 2008; BUSILACCHI et al.,
2013), suas sementes siao utilizadas desde a era Pré-
Colombiana, pelos Astecas e Maias como alimento para
aumentar a resisténcia fisica (COELHO e SALAS-
MELLADO, 2014).

Considerada como fonte natural de acidos graxos 6mega-
3, fibras, proteinas e componentes nutricionais importantes,
como os antioxidantes (IRALA, 2013; COELHO e SALAS-
MELLADO, 2014). Poucas informag¢des sdo encontradas
sobre o cultivo da chia, especialmente no que diz respeito a
adubacio.

Torna-se crescente a necessidade de fésforo por parte de
espécies vegetais produtivas, sendo que a manuten¢iao
adequada da nutricdo da planta com esse nutriente é fator
primordial para obtencio de altas produtividades
(STAUFFER e SULEWSKI, 2004).

A expressio génica ¢ influenciada por fatores genéticos e
principalmente por fatores ambientais tais como nutricio e
condi¢bes climaticas (GUDSNUK e CHAMPAGNE, 2011).
Donson et al. (2002) afirmaram que os genes estio
envolvidos em varios processos biologicos, desde o

desenvolvimento de organismos bem como as interacGes
com o ambiente.

A cultura da chia é considerada importante fonte de éleos
como o Omega-3 e possui ampla distribuicio geografica
(HERNANDEZ-GOMEZ et al., 2008) sendo cultivada em
larga escala no Paraguai (IRALA, 2013), cuja época
recomendada para a semeadura é tanto no verao quanto em
segunda safra (AGUILLERA, 2013), no entanto na
Argentina, mais precisamente no sul de Santa Fé, a primeira
quinzena de janeiro seria o mais adequado para o plantio
dessa espécie (BUSILACCHI et al., 2013).

O fosforo é um elemento quimico essencial para o cultivo
de inumeras plantas, dentre elas as oleaginosas, necessitando
deste elemento para completar seu ciclo normal de produgio
(LANTMANN e CASTRO, 2004). Malavolta et al. (1997),
Epsteim e Bloom (2006) e Hawkesford et al. (2012)
ressaltaram que, o fésforo tem por fungio ser constituinte de
moléculas como o DNA e RNA, atua como transportador e
transdutor de energia quimica e também participa da sintese
proteica e lipidica. Portanto, a aplicacdo de fésforo torna-se
pratica indispensavel para plantas produtoras de 6leo, desde
que o teor existente no solo nao seja suficiente para suprir a
necessidade fisiolégica da espécie vegetal cultivada.
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Existem estudos sobre o efeito do ambiente na expressao
génica em humanos (MACHADO et al., 2012), animais
(NISHI et al., 2009; BORGHETTI et al., 2013) e vegetais.
Como exemplo, Moraes et al. (2015) com intuito de conhecer
melhor os mecanismos fisiolégicos da mamoneira em
resposta ao déficit hidrico, analisaram a expressio diferencial
de genes potencialmente relacionados com essa tolerancia,
revelando que os acessos estudados possuem diferentes
mecanismos de resposta esse tipo de déficit.

A chia, como ¢é importante fonte de proteina, contento
até 26% (BOURRE, 2004), 40% de fibras (REYES-
CAUDILLO et al.,, 2008), antioxidantes, minerais, vitaminas
(MUNOZ et al.,, 2013) e 4cidos graxos como 6mega 3 e
omega 6 (AYERZA, 2011), considerados lipidios
importantes na alimentagio humana e extremamente
limitados na dieta alimentar moderna. Sreedhar et al. (2015)
confirmaram que a expressao de seis genes responsaveis pela
sintese de lipidios ¢ influenciada pela época de colheita da
semente de chia.

O recente interesse e cultivo da chia levanta diversas
questdes ainda desconhecidas, visto que, a fertilizagdo
fosfatada ¢ relevante na producio de acidos graxos havendo
necessidade de investigar se a adubag¢do tem influéncia na
expressio de genes responsaveis pelo metabolismo de
lipidios.

Com isso o presente trabalho objetivou verificar a
expressdo génica do metabolismo do lipidio em sementes de
chia, em funcio da adubagio fosfatada aplicada na
semeadura.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em vasos, na Fazenda da
Universidade Estadual de Maringd no Campus de
Umuarama, localizada a 23°47°de latitude Sul e 53°14’ de
longitude Oeste. O clima ¢ subumido com média anual de
temperatura de 24 °C e precipitagdo de 1.600 mm. O solo
usado no experimento é um Latossolo Vermelho Distréfico
tipico, com textura arenosa (EMBRAPA, 2018).

O clima da regiao ¢é classificado como Cfa, por ser
subtropical, com temperatura média no meés mais frio inferior
a 18 °C (mesotérmico) e temperatura média do més mais
quente acima de 22 °C, com verdes quentes, geadas pouco
frequentes e tendéncia de concentragdo das chuvas nos meses
do verio, contudo, sem estacdo seca definida IAPAR, 2014).

A semeadura foi realizada em outubro de 2016. Como
nio ha recomendacio de adubacio da chia, foi usado como
base as recomendaces para a menta, pois pertence a mesma
familia botinica, a qual consistiu em 20 e 30 kg ha-1 de
nitrogénio na semeadura e cobertura, respectivamente e 60
kg ha'! de K2O na semeadura (MAIA e FURLANI, 1997). As
doses de fésforo foram aplicadas conforme os tratamentos.

Cada parcela experimental foi composta por um vaso de
aproximadamente 18 litros cada um, com uma planta por
vaso.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticGes. Os
tratamentos foram compostos por quatro doses de P2Os
aplicados na semeadura (0, 40, 80 e¢ 120 kg ha'). Na
conducdo do experimento foi efetuada limpeza manual
sempre que necessario para controle de plantas daninhas. Foi
realizada a colheita manual de folhas, ap6s o florescimento
da cultura para realizacdo das analises.

Para estudos genéticos, foi necessirio a extra¢io do
material genético das folhas de chia colhidas em cada parcela
experimental, as folhas foram coletadas e acondicionadas a -
14 °C até a extracdo do material genético, aproximadamente
50 mg de folhas foram maceradas na presenca de nitrogénio
liquido até formar um pé fino (Figura 1A) e submetidas ao
protocolo de extragdo sugerido por Sreedhar e al. (2015)

(Figura 1B).

Figura 1. (A) Folhas de Salvia hispanica 1.. maceradas em nitrogénio
liquido. (B) Tubo eppendorf com o material submetido a protocolo
de extragdo Sreedhar et al. (2015).

Figure 1. (A) Salvia hispanica L. leaves macerated in liquid nitrogen.
(B) Eppendorf tube with the material submitted to extraction
protocol Sreedhar et al. (2015).)

Os primers SSR referentes a sequencias dos genes-alvo
foram encontradas por meio de busca no banco de dados do
genoma Salvia hispanica L. disponivel no GenBank, gene
MGAT (FW: 5 ATGTCGCCGGAAATCC 3 - RW:
SATTCTTCTTACCATATCTCTCAACT 3°), OLE1 (FW:

5TGGCTGATCAACACTACGG? - RV:
5’AGAGCTTTGCGCAACGG3) (SREEDHAR et al,
2015).

Para a amplificagdo com os primers as reagdes foram
realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf), sendo
utilizado um ciclo a 95 °C por 1 minutos, 35 ciclos a 95 °C
por 30 segundos, temperatura especifica do primer por 30
segundos para amplificacio e 72 °C por 2 minuto, e para
finalizar 1 ciclo a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR
foram submetidos a electroforese usando um gel de agarose
a 1%.

3. RESULTADOS

O presente trabalho utilizou folhas de chia para a extracdo
do material genético j4 que as sementes quando em contato
com 4agua exsudam um gel transparente mucilaginoso que
adere ao macerado e dificulta a acdo dos reagentes. Essa
mucilagem é composta de 15% de umidade e 85 % de sélidos
totais, dos quals 48 % era de carboidratos (xilose ¢ glicose),
23,22 % de acido urchico, 8 % de cinzas, 4 % de proteinas e
1,78 % de lipideos (LIN et al., 1994; Mufioz et al. 2012).

O produto da PCR nﬁo apresentou amplificacio de
bandas apds a eletroforese (Figura 2), tornando a
interpretagdo dos resultados impossivel. Sreedhar et al
(2015) obteve sucesso quando submeteu amostras de
sementes de chia colhidas em épocas diferentes aos mesmos
primers.

Nativa, Sinop, v. 9, n. 4, p. 382-385, 2021.

383



384

Expresséo génica do metabolismo lipidico da chia sob doses de fosforo

Figura 2. Padrdo de bandas do produto de PCR para as amostras
1, 2, 3 € 4 referentes aos tratamentos 0, 40, 80 e 120 kg ha! de
P20s aplicados na semeadura respectivamente, submetidas ao
primer especifico MGAT e as amostras 5, 6, 7 e 8 referentes aos
tratamentos 0, 40, 80 e¢ 120 kg ha' de P20Os aplicados na
semeadura respectivamente, submetidas ao primer especifico
OLEl.

Figure 2. banding pattern of the PCR product for samples 1, 2, 3,
and 4 referring to the 0, 40, 80, and 120 kg ha™! P2Os treatments
applied at sowing respectively, submitted to the specific primer
MGAT and samples 5, 6, 7, and 8 referring to the 0, 40, 80, and
120 kg ha! P2Os treatments applied at sowing respectively,
submitted to the specific primer OLEI.

4. DISCUSSAO

Problemas  com  amplificacdo sao  relatadas
cotidianamente em trabalhos de biotecnologia. Mesquita et
al. (2001) comparou trés métodos de extracdo de DNA para
amplificacio de DNA genomico pela técnica de PCR e
obteve resultados de nido amplificacio de bandas por conta
da baixa quantidade de DNA extraida pelo protocolo com
particulas de silica, ja Ferreira e Santos 2015 concluiram que
esse mesmo métodos de extracao de DNA ¢é o mais eficiente
quando usado para extragdo do DNA genémico de bactérias
do género Salmonella, a eficiéncia das metodologias de
extracio de DNA depende do organismo que esta em estudo
e também do material selecionado para a extracio de DNA.

Gouveia et al. (2011) compararam trés protocolos
distintos de extracao de RNA, onde a metodologia de Trizol
ndo produziu resultados satisfatério e assim prejudicando os
resultados obtidos. Santos et al. 2016 comparou protocolos
de extracio de RNA em sementes de pimenta Capsicum
chinense e concluiram que a metodologia CTAB e Borato
quente sdo considerados ineficientes para obter RNA de boa
qualidade de sementes de pimenta. Assim o uso de RNA de
Capsicum  chinense proveniente dessas metodologias de
extracio de RNA podem apresentar resultados insatisfatorios
em pesquisas. Trabalhos que comparam as metodologias de
extragio de material genético dos mais diversos géneros e
espécies e de grande importancia para o sucesso de pesquisas
posteriores. Bitencourt et al. (2011) avaliaram dois métodos
de extracdio de RNA em folhas e raizes de braquidria e
concluiu que a eficiéncia na extracio de RNA depende do
material utilizado e também do protocolo selecionado.
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Feres et al. (2005) aconselha testar metodologias
diferentes no inicio de qualquer estudo com caracteres
moleculares, incluindo metodos de conservacao de amostras
e de extracao de genético, para evitar,
postetiormente, uma eventual perda de tempo e de recursos,
ja. que problemas de amplificagio podem ocorrer
rotineiramente e por diversos motivos.

material

5. CONCLUSOES

Os resultados da analise de expressao génica relativa aos
genes MGAT e OLE1 em chia foram inconclusivos por falta
de amplificagdo das sequencias alvo.
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