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RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € um alimento com alto teor de proteina, minerais e
fiboras e quantidade reduzida de gordura saturada conferindo beneficios a saude
humana. Entretanto, a utilizagdo do produto para consumo humano e animal é
limitada devido a presenca de fatores antinutricionais, como inibidores de tripsina e
das enzimas lipoxigenases. A obtenc&o de cultivares de soja com auséncia desses
fatores tem sido alvo dos programas de melhoramento genético com a finalidade de
melhorar a qualidade do alimento e reduzir custos no processamento térmico de
inativacao desses componentes. A selecao assistida por marcadores moleculares
tem se mostrado uma eficiente ferramenta aos programas de melhoramento, uma
vez que a técnica proporciona maior rapidez e praticidade. Os objetivos deste
trabalho foram mapear os locos responsaveis pela expressao do inibidor de tripsina
Kunitz nas sementes (KTis), e das enzimas Lipoxigenases 1 e 2 (Lox 1 e Lox 2),
utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR) para realizagédo de selegao
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e também selecionar individuos da mesma populagdo com auséncia de
KTi; através do uso de marcadores moleculares especificos SCAR. Os 93 individuos
da populagao F, foram caracterizados fenotipicamente para presenca e auséncia de
KTis, Lox 1 e Lox 2 e Lox 3 nas sementes e genotipicamente para KTiz com os
marcadores polimorficos SSR Satt 409, Satt 228, Satt 429, Satt 333 e um marcador
especifico baseado no alelo mutante recessivo e para Lox 1 e Lox 2 com os
marcadores Sat 090 e Sat 417. Os marcadores Satt 409 e Satt 228 mapearam o
gene KTis no grupo de ligagao A-2 da soja, a uma distancia de 17,48cM e 29,64cM
respectivamente. Para a realizacdo de selecdo assistida para KTiz o marcador
especifico embora de ordem dominante obteve 100% de eficiéncia. Os marcadores
Sat 090 e Satt 417 flanquearam os genes Lox 1 e Lox 2 no grupo de ligagdo F do
mapa genético de ligagdo da soja a uma distdncia de 3cM e 2,77cM
respectivamente, sendo eficientes na selegcéo assistida.

Palavras-chave: Glycine max. Qualidade nutricional. KTi. Lox. Marcadores
moleculares.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a food with high levels of proteins, minerals and
fibres, and a reduced amount of saturated fat bringing benefits to human’s health.
However, the use of the product for human and animal feeding is limited to the
presence of some antinutritional factors, as trypsin inhibitors and lipoxygenases
enzymes. The development of cultivars of soybean without these factors has been
one of the objectives of some genetic improvement programs to increase the quality
of food and also reduce costs in thermal processing to inactivate these components.
Markers Assisted Selection (MAS) has shown to be an efficient tool in the Plant
Breeding Programms to improve the efficiency selection providing more speed and
praticity. The aim objectives of this work were to map the locus responsible for the
expression of trypsin inhibitors in the seeds (KTis) and the locus of Lipoxygenases 1
and 2 (Lox 1, Lox 2) using SSR markers on the F, population BRS 213 x BRS 155
and also select plants with absence of KTis; through the help of specific markers
SCAR. The 93 plants of the F, population had been phenotypically characterized for
the presence and absence of KTis, Lox 1, Lox 2 and Lox 3 and also genotypically
characterized for KTiz with SSR polymorphic markers Satt 409, Satt 228, Satt 429,
Satt 333 and with a specific marker based on the recessive mutant allel. For Lox 1
and Lox 2 the F; population had been characterized with the SSR markers Sat 090
and Satt 417. The markers Satt 409 and Satt 228 mapped the KTi; gene at the A-2
soybean linking group with a distance of 17,48cM and 29,64cM respectively. For KTis
the specific marker was 100% in efficiency. The markers Sat 090 and Satt 417
mapped the genes Lox 1 and Lox 2 at the group F of the soybean linking map with a
distance of 3cM and 2,77cM respectively, being efficient in the assisted selection.

Keywords: Glycine max. Nutricional quality. KTi. Lox. Molecular markers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma produgao de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade de graos
média de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008). Devido a grande importancia da cultura da
soja, tanto para a alimentagdo humana quanto animal, vem se buscando o
desenvolvimento de novas variedades mais produtivas e com maior qualidade
nutricional.

A soja € um alimento com alto teor de proteina, minerais e fibras e
quantidade reduzida de gordura saturada, conferindo beneficios a saude humana.
Entretanto, fatores antinutricionais, como inibidores de proteases e as enzimas
lipoxigenases limitam a utilizagao do produto (SILVA et al., 2006).

Os inibidores de proteases apresentam especificidade de inibir as
enzimas proteoliticas, reduzindo a digestdo protéica dos alimentos. Entre os
inibidores de proteases da soja o fator Kunitz se destaca, sendo responsavel por
cerca de 80% da inibicdo da atividade triptica nos graos. O inibidor Kunitz € uma
proteina monomeérica de 21.5 KDa, nao glicosilada que apresenta em sua estrutura
duas pontes dissulfeto, tendo atividade especifica para a tripsina (ORF e
HYMOWITZ, 1979; KIM et al., 1985a).

O genoma da soja contém dez genes que controlam a expressao do
inibidor de tripsina Kunitz durante o ciclo de vida da planta. Foram clonados e
sequenciados trés destes genes (KTiy, KTiy e KTis), sendo KTiz o responsavel pela
expressao nas sementes. A redugao da atividade do inibidor nas sementes ocorre
devido a presencga dos alelos mutantes recessivos kti-kti que através da alteragao do
processo de traducdo confere 50% de reducdo em sua atividade inibidora
(HYMOWITZ, 1985; JOFUKU et al., 1989).

As lipoxigenases sao enzimas que catalisam a adicao de oxigénio
molecular aos acidos graxos poliinsaturados, acido linolénico e linoléico formando
compostos carbonilicos que proporcionam aos graos sabor de feijdo cru
(AXELROAD et al., 1981; LANZA, 1995).

Seis diferentes genes para lipoxigenases da soja foram clonados e

sequenciados, podendo ser expressos em diferentes estadios de desenvolvimento.
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As isoenzimas lipoxigenases 1, 2 e 3, sdo mais expressas nas sementes e nos
embrides na fase de maturagdo, enquanto as outras possuem sua expressao na
maioria dos tecidos. A heranga que controla a expressdo dos genes
correspondentes as isoenzimas Lipoxigenase 1, 2 e 3 (Lox 1, Lox 2 e Lox 3) é
mendeliana simples, sendo recessivos os alelos que controlam a auséncia de
lipoxigenase. Os locos que controlam Lox 1 e Lox 2 estdo fortemente ligados,
enquanto o Lox 3 apresenta segregacdo independente (HILDEBRAND, 1996;
KITAMURA et al., 1983).

A obtencao de cultivares de soja com menor teor de inibidores de
tripsina e auséncia das enzimas lipoxigenases tem sido alvo dos programas de
melhoramento genético, pois a eliminagdo genética destas podera contribuir no
aumento do consumo do grédo na alimentagdo, menor perda de aminoacidos
essenciais e menor perda da solubilidade proteica causada pelo processamento
térmico, além de reducéo dos custos gerados nesse processo.

A selecdo assistida por marcadores moleculares tem se mostrado
uma eficiente ferramenta aos programas de melhoramento, uma vez que a técnica
proporciona maior rapidez, praticidade e grande capacidade de detecgao de
polimorfismo (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2006).

Os objetivos deste trabalho foram mapear os locos KTis, Lox 1 e Lox
2 utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR) para realizar a selegéo
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e selecionar individuos com auséncia de KTiz através do uso de

marcadores especificos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das espécies de plantas
mais cultivada no mundo, é conhecida por suas propriedades funcionais benéficas a
saude humana e por ser uma importante fonte protéica vegetal. O Brasil € o
segundo maior produtor de soja do mundo, com uma area de aproximadamente 21,2
milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008, gerando uma produgao de 59,5
milhdes de toneladas e uma produtividade média de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008).

A soja é considerada um grao de alta versatilidade, podendo ser
destinada ao processamento varios produtos e subprodutos da agroindustria. Um
dos produtos mais conhecidos que derivam dessa leguminosa é o Oleo refinado,
obtido pelo processo de esmagamento de gréaos e o farelo utilizado na alimentagéo
animal. O grdo também ¢ utilizado na fabricacdo de produtos industriais néo
alimentares, além de fonte alternativa de combustivel, o biodisel (EMBRAPA, 2007).

Quanto as caracteristicas nutricionais dos gréos de soja, eles se
caracterizam por possuir alto teor de proteina, minerais e fibras, quantidade reduzida
de gordura saturada e a auséncia de colesterol o que relaciona o consumo de soja a
saude humana. Estudos relatam uma relagdo entre o consumo de soja e a redugao
dos riscos de doencas cronicas nao-infecciosas como as doencgas cardiovasculares,
alguns tipos de canceres e osteoporose (SILVA et al., 2006).

Os principais componentes dos graos de soja sdo proteina e dleo,
sendo que o grao de soja contém cerca de 40% de proteina e 20% de 6leo em peso
seco, 0 que constitui uma boa fonte de minerais e de vitaminas do complexo B.
Entretanto, os grédos também possuem fatores antinutricionais que interferem
negativamente no uso da soja “in natura” na alimentagcdo humana e animal devido
principalmente aos inibidores de proteases que conferem baixa digestibilidade da
proteina e presencga de outros fatores que conferem textura, odores desagradaveis e
sabor adstringente (MENEGUCE et al., 2005).

Os fatores antinutricionais presentes nos graos crus de soja

conferem menor ganho de peso e menor crescimento dos animais quando utilizados
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em ragcdes. Como esses fatores sao ativos em graos crus, existe a necessidade de
se realizar processamento térmico para inativar esses antinutrientes e aumentar o
valor nutricional dos gréos e de seus produtos (FRIEDMAN; BRANDON, 2001).

Com finalidade de reduzir os custos no processamento de soja,
melhorar as caracteristicas organolépticas e aumentar a aceitagao pelo consumidor,
os melhoristas tém buscado desenvolver cultivares de soja com baixo teor de
inibidor de tripsina, auséncia do inibidor de tripsina Kunitz e das lipoxigenases
(DOMAGALSKI et al., 1992; SEDIYAMA et al., 1998).

2.2 FATORES ANTINUTRICIONAIS

As plantas podem responder ao ataque de insetos e doengas
através de indugdes bioquimicas de defesa. Essas defesas podem incluir
metabdlitos secundarios e proteinas que podem atuar como toxinas e fatores
antinutricionais (MAJOR; CONSTABEL, 2008).

Os fatores antinutricionais presentes nas plantas além de atuarem
como defesa, podem atuar de maneira indesejavel, sendo nocivos a saude
provocando efeitos fisiologicos adversos ou diminuir a biodisponibilidade de
nutrientes (SILVA; SILVA, 2000).

Os fatores antinutricionais presentes na soja sdo os compostos
fendlicos, acidos fendlicos, fitatos, inibidores de proteases, saponinas, lectinas,
oligossacarideos e peptidios de baixo peso molecular, considerados compostos
bioativos, estando envolvidos na redugdao dos riscos de doencas crbnicas nao
transmissiveis (MANDARINO, 2008).

Uma alternativa para aumentar o valor nutricional da soja € submeter
0s graos a tratamento térmico, para inativagdo dos antinutrientes indesejaveis como
os inibidores de proteases, lectinas e lipoxigenases visando aumento da
digestibilidade protética em consequéncia da desnaturacdo e flexibilizagdo da
estrutura quaternaria das proteinas de reserva (FRIEDMAN; BRANDON, 2001;
VANDERGRIFT, 1983).
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2.2.1 Inibidores de Proteases

A presenca de alto teor de inibidores de proteases nas sementes
de diferentes espécies de plantas tem despertado interesse quanto suas funcdes
fisioloégicas, pois desempenham papel protetor contra o ataque de pragas e
patégenos além de atuarem no armazenamento de nutrientes, prevenindo a hidrélise
prematura do material de reserva no momento da germinacéo (LOPES, 2006).

Os efeitos nocivos dos inibidores de proteases em monogastricos
alimentados com leguminosa crua tém sido atribuidos a alteragdes metabdlicas do
pancreas (aumento da secregcdo enzimatica, hipertrofia e hiperplasia) e redugéo da
taxa de crescimento que é provocada pela excessiva perda fecal de proteina
secretada pelo pancreas. Como as enzimas pancreaticas sdo ricas em aminoacidos
sulfurados e esta perda enddgena nao pode ser compensada pela ingestdo de
proteina de leguminosas, ocorre redu¢ado no crescimento (RACKIS; GUMBMANN,
1982).

Os inibidores de proteases da soja sado classificados em duas
principais categorias: os do tipo Kunitz, que possuem alto peso molecular e
especificidade primaria para tripsina, e os do tipo Bowman-Birk de baixo peso
molecular e com capacidade de inibir as proteinas tripsina e quimotripsina em sitios
de ligagao independentes. Aproximadamente de 80% da inibigdo da atividade triptica
nos graos de soja € causada pela agao do fator Kunitz, resultando na reducéo da
digestao protética do alimento (LIENER, 1994; MIURA et al., 2001).

2.2.2 Inibidores de Tripsina Kunitz (KTi)

O inibidor de tripsina Kunitz (KTi) da soja € uma proteina
monomeérica nao glicosilada de alto peso molecular, 21.5 KDa, que apresenta em
sua estrutura duas pontes dissulfeto, tendo atividade especifica para a tripsina. Os
inibidores KTi pertencem a familia das proteinas anti-paralelas, o que confere grande

resisténcia ao tratamento térmico e a desnaturagcédo quimica (RYAN, 1981).
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O inibidor de tripsina KTi vem sendo também utilizado para acessar
variagdes geograficas e em estudos de processos evolutivos, pois devido ao seu alto
polimorfismo constitui um modelo potencial. Suas distintas formas eletroforéticas sao
controladas por alelos codominantes em um unico loco e as analises das sequéncias
desses mutantes sugerem que a diferenciacdo tenha ocorrido antes da
domesticacao da planta (WANG et al., 2008).

O genoma da soja contém dez genes que controlam sua expressao
durante o ciclo de vida da planta. Foram clonados e sequenciados trés genes (KTij,
KTiy e KTiz), sendo que KT1 e KT, apresentam sua expressao nas folhas e haste. As
analises das sequéncias desses trés genes revelam a auséncia de introns e uma
similaridade de 80% de KTiz e dos outros dois genes KTi; e KTi; (KRISHANAN,
2001).

Estudos genéticos indicam que um unico gene é responsavel pela
expressdo do inibidor KTi nas sementes. Trés alelos desse gene (Ti, Ti® e Ti%
codificam proteinas que diferem em apenas poucos aminoacidos. Analise das
sequéncias de KTi; indica que este codifica uma proteina idéntica ao alelo Ti%, o que
nos leva a crer que a agdo do gene KTi3 é predominante nas sementes (ORF;
HYMOWITZ, 1979; JOFUKU; GOLDBERG, 1989; KIM et al., 1985a).

Os alelos mutantes recessivos kti-kti devido a ocorréncia de uma
substituicdo e duas delecbes de bases, alteram o processo de traducao, causando
uma terminagao prematura da tradugao do RNA mensageiro de KTi presente nas
sementes, codificando para um nivel reduzido da proteina no embrido (JOFUKU et
al., 1989).

As linhagens Pl 157440 e Pl 196168 com auséncia de KTi foram
identificadas, sendo Pl 157440 melhor estudada e utilizada em retrocruzamentos
para a obtengao de cultivares comerciais. A auséncia de KTi revela que o gene nao
€ essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta, mas atua como
regulador endogeno de proteinases durante o maturagdo e germinagdo das
sementes e protetores contra insetos e mircrorganismos (KRISHNAN, 2001).

Hymowitz 1985 em seu trabalho de caracterizagao eletroforética das
proteinas KTi, indicou que linhas com gendtipo kti-kti possuiam cerca de 50% de
reducao da atividade inibidora de tripsina. Essas linhagens requerem menos tempo
de exposicdo ao tratamento térmico para a inativacdo desses inibidores,

consequentemente ocorre menor perda de aminoacidos essenciais e menor perda
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da solubilidade proteica, além de contribuir com a redugdo de custos no

processamento.

2.3 AS LIPOXIGENASES

As lipoxigenases, que constituem aproximadamente 1% do total
das proteinas do grédo de soja, sdo enzimas que catalisam a adicdo de oxigénio
molecular aos acidos graxos poliinsaturados, acido linolénico e linoléico. Essa acao
catalitica exercida por essas isoenzimas € um dos principais fatores que causam o
aparecimento de compostos carbonilicos responsaveis pelo sabor de feijao cru nos
graos de soja (AXELROAD et al.,1981; LANZA, 1995).

Saravitz e Siedow (1995) identificaram 12 diferentes isoformas das
enzimas lipoxigenases da soja através de seus pontos isoelétricos, mas acredita-se
que algumas dessas isoformas possam ser variantes das mesmas isoenzimas.
Foram clonados e sequenciados seis diferentes genes para a lipoxigenases da soja,
sendo as isoenzimas designadas Lipoxigenases 1, 2 e 3 mais expressas nos
cotilédones e nos embrides na fase de maturagao, enquanto as outras possuem sua
expressao constitutiva se expressando na maioria dos tecidos (HILDEBRAND, 1996)

As lipoxigenases podem estar presentes nas sementes na forma de
trés isoenzimas (Lox 1, Lox 2, Lox 3), a herangca que controla a auséncia ou
presencga das lipoxigenases nos gréos de soja € mendeliana simples, sendo que os
alelos que controlam a auséncia dessas isoenzimas sdo recessivos simples
(KITAMURA et al., 1983).

Mutantes de lipoxigenase com acessos independentes simples para
a auséncia de Lox 1, Lox 2 e Lox 3 sdo encontrados nos antigos germoplasmas,
acreditava-se que por ndo serem encontrados naturalmente os locos em
recessividade em conjunto poderiam ser letais. Davies e Nielsen (1987) através de
retrocruzamentos entre esses acessos e a cultivar “Century” obtiveram linhas duplo
nulas (Lox 1"Lox 3 e Lox 2 Lox 3°) e Hajika et al (1991) através de mutacgdes
induzidas por radiagao raio-y nas sementes de soja obtiveram o mutante triplo nulo,

confirmando a nao letalidade dos alelos recessivos, mas sim a existéncia da forte
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ligacdo entre Lox 1 e Lox 2 que impedia o aparecimento da recombinagao destes
genes naturalmente.

A atividade das enzimas lipoxigenases encontrada no mutante triplo
nulo durante a maturacéo é reduzida e equivalente as encontradas nos duplos nulo
e o mutante nulo para Lox 3 continua apresentar certo nivel de atividade (WANG et
al., 1994; TAVARES, 1993).

A remocgdo genética das isoenzimas lipoxigenases da soja pode
contribuir para melhora dos caracteres organolépticos, eliminacdo do sabor
desagradavel podendo resultar no aumento do consumo na alimentagéo
(SEDIYAMA et al, 1998).

2.4 O Uso DE MARCADORES MOLECULARES NA SELECAO DE GENOTIPOS SUPERIORES

A combinagao de métodos classicos de melhoramento genético com
tecnologias da genética molecular de analises de DNA tem contribuido
significativamente para a ampliacdo do conhecimento genético e aceleracdo dos
programas de melhoramento. O uso de analises do polimorfismo de fragmentos de
DNA permite aplicar a tecnologia dos marcadores moleculares em inumeros estudos
de genética e melhoramento de plantas como estudos da diversidade genética,
caracterizagao dos bancos de germoplasma e mapeamento genético, selegao
assistida, entre outras (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Devido a grande importancia da cultura da soja mundialmente varios
métodos tem sido aplicados no estudo de sua estrutura e fungdo génica para
obtencao de géndtipos melhorados, como a constru¢édo de mapas de ligagdo mais
saturados pelo desenvolvimento de novos marcadores baseados em sequéncias
expressas EST’s, integragcdo dos caracteres agronémicos de interesse a esses
mapas, desenvolvimentos de mapas fisicos, sequenciamento de genes de interesse,
colecdes de plantas mutantes, selecédo assistida entre por marcadores moleculares,
entre outras (HARADA; XIA, 2004).

A selecdo de gendtipos superiores através do uso de marcadores
moleculares em programas que objetivam a introgressdo de genes por meio de

retrocruzamentos € um exemplo largamente utilizado de selecéo assistida que busca
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principalmente introduzir caracteristicas de heranga simples, como resisténcia a
doencgas, selecionar gendtipos mais préximos ao gendtipo recorrente com menor
numero de ciclos, acelerando assim a obtencdo de novos cultivares melhorados,
pois esta proporciona maior rapidez, praticidade e grande capacidade de detecgao
de polimorfismo (CARPENTIERIi-PiPOLO et al., 2006).

Segundo Sakiyama (1993), o termo marcador tem sido utilizado para
designar fatores morfologicos, fisioldégicos, bioquimicos ou genéticos que permitem o
estudo comparativo de gendtipos e de suas progénies. Entre esses marcadores, 0s
moleculares sdo os mais utilizados nos estudos de genética e melhoramento.

Dentre os marcadores moleculares, os marcadores baseados em
PCR (Reagao da polimerase em cadeia) possuem boa eficiéncia, uma vez que
consistem na sintese enzimatica de milhdes de cépias de um segmento especifico
de DNA. Os marcadores microssatélites (SSR) sdo marcadores baseados em
reacdo de PCR e se caracterizam por possuirem regides altamente repetitivas
distribuidas pelo genoma. Esses marcadores apresentam alto grau de polimorfismo,
expressdo co-dominante, resultando em elevado conteudo de informacgdes
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores SCAR (Regido amplificada de sequéncia
caracterizada) sao derivados de marcas RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso), sao de natureza dominante, mas s&o considerados eficientes, pois
amplificam regides especificas do DNA gendmico (WENG et al., 1998).

Nos ultimos anos alguns pesquisadores contribuiram muito para o
estudo genético molecular de caracteristicas que conferem a qualidade alimentar
dos gréaos de soja. Kim et al. (2006 b), mapearam o gene responsavel pela
expressao do inibidor Kunitz nas sementes no grupo de ligacao A-2 da soja,
identificando ligacao ente KTiz e os marcadores SSR Satt 228, Satt 429 e Satt 409.

Moraes et al. (2006), utilizando marcadores especificos (SCAR)
realizaram selecdo assistida para auséncia do inibidor Kunitz e lectina em uma
populacao segregante, obtendo 100% de eficiéncia na selecgéao.

Natarajan et al. (2006), caracterizaram o inibidor de tripsina Kunitz
em quatro diferentes grupos que consistiam de soja selvagem, cultivares antigos
americanos, cultivares modernos americanos e cultivares asiaticos, concluindo a

existéncia de uma maior variagdo entre as linhas selvagens e cultivadas do que



20

entre os gendtipos pertencentes ao mesmo grupo, embora tenha se detectado
variacao de KTiq, KTi, e KTiz entre e dentro dos grupos.

Kim (2004 c) e Kim (2006 d), mapearam Lox 1 e Lox 2 no grupo de
ligacédo F da soja, entre os marcadores SSR Sat 090 e Sat 074. Barreto (2008) com
o auxilio de marcadores SSR identificou ligacédo entre Lox 3 e Satt 212 do grupo de
ligacdo E da soja a uma distancia de 24,1 cM, sendo esses dados consistentes com
os resultados obtidos por Reinprecht et al. (2006) que obtiveram uma distancia de
25,4 cM.



21

REFERENCIAS

AXELROD, V.; CHEESBROUGH, T. M.; LAASKO, S. Lipoxigenase from soybeans.
Methods. Enzymology, New York, v. 71, p. 441-451, 1981.

BARRETO, T. P. Mapeamento de genes de lipoxigenase para uso na selecao
assistida. 2008. .Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina.

CARPENTIERI-PIPOLO, V.; GARCIA, J. D.; RINALDI, D. A. Desenvolvimento e
aplicagdes de marcadores moleculares. In:Biotecnologia na agricultura: aplicacées
e biosseguranga. Cascavel: Coodetec, 2006.

COMPANHIA NACIONAL DO ABASTECIMENTO.- CONAB. Indicadores da
agropecuaria. Brasilia : Conab, 2008. Ano 17, n. 4. Disponivel
em:<www.conab.gov.br>. Acesso em: 10 dez. 2008.

DAVIES, C. S.; NIELSEN, N. C. Registration of Soybean Germplasm that Lacks
Lipoxygenase Isozymes. Crop Science, v. 27, p. 370-371, 1987.

DOMAGALSKI J. M., KOLLIPARA K. P., BATES A. H., BRANDON D. L.,FRIEDMAN,
M., HYMOWITZ T. Nulls for the major soybean Bowman-Birk protease inhibitor in the
genus Glycine. Crop Science, v. 32, p. 1502- 1505, 1992.

EMBRAPA, 2007. Soja: diferentes usos dos graos. Disponivel
em:<http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?op_page=25&cod_pai=29>. Acesso
em: 29 maio 2007.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Aplicacbes de marcadores moleculares na
genética e melhoramento de plantas. In: Introdug¢&o ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3. ed. Embrapa, 1998.

FRIEDMAN, M.; BRANDON, D. L. Nutritional and health benefits of soy proteins.
Journal of Agricultural andFood Chemistry, Easton, v. 49, n. 3, p. 1069-1086,
2001.

HAJIKA M., IGITA K., KITAMURA K. A line lacking all three seed lipoxygenase
isozymes in soybean induced by gamma-ray irradiation. Jpn. J. Breeding, v. 41, p.
507-509, 1991.

HARADA, K.; XIA, Z. Soybean genomics: efforts to reveal the complex genome.
Breed. Sci. v. 54, p. 215-224, 2004.

HILDEBRAND, D. Genetic of soybean lipoxygenases. In: Lipoxygenase and
lipoxygenases pathway enzimes. Champaign, lllinois, 1996. p. 33-38.



22

HYMOWITZ, T. Anti-nutritional factors in soybeans genetcs and breeding. In:
WORLD SOYBEAN RESEARCH CONFERENCE, 3.,1985. Proceedings... Boulder
and London: Westview Press, 1985.

JOFUKU, K. D.; GOLDBERG, R. B. Kunitz Trypsin inhibitor genes are differenttually
expressed during the soybean life cycle and in the transformed tobacco plants. Plant
Cell, v. 1, p. 1079-1093, 19809.

JOFUKU, K. D.; SCHIPPER, R. D.; GOLDBERG, R. B. Aframeshift mutation
prevents Kunitz trypsin inhibitor mMRNA accumulation in soybean embryos. Plant
Cell, v. 1, p. 427-435, 1989.

KIM, M. Y.; HA, B. K.; JUN, T. H.; HWANG, E. Y.; VAN, K,; KUK, Y. |; LEE, S. K.
Single nucleotide polymorphism discovery and linkage mapping of lipoxygenase-2
gene Lx2 in soybean. Euphytica, v. 135, p. 169-177, 2004 c.

KIM, M.; PARK, M.; JEONG, W.; NAM, K..; CHUNG, J. SSR marker tightly linked to
the Tilocus in Soybean [Glycine max (L.) Merr.]. Euphytica, v. 152, n. 3, p. 361-
366, 2006 b .

KIM, S., H.; HARA, S.; HASE, S.; IKENAMA, T.; TODA, H.; KATAMURA, K;;
KAIZUMAMA, N. Comparative study in amino acid sequences of Kunitz type soybean
trypsin inhibitors, Tla, Tlb and Tic. Biochemics, v. 98, p. 435-448, 1985a.

KIM, Y. S.; MOON, J. K.; CHO, J. H.; KIM, H. T.; PARK, K. Y.; KIM, S. J.
Improvement of special characters on three elite |soybean cultivars by markers-
assisted selection. Treat. Of Crop. Sci, v. 7, p. 197-210, 2006d.

KITAMURA, K.; DAVIES, C. S.; KAIZUMA, N.; NIELSEN, N. C. Genetic analysis of a
null-allele for lipoxygenase-3 in soybean seeds. Crop Sience, Madison, v. 23, p.
924-927, 1983.

KRISHNAN, H. B. Characterization of a soybean [Glycine max (L.) Merr.] mutant
with reduced levels of Kunitz trypsin inhibitor. Plant Science, v. 160, p. 979-986.
2001.

LANZA, M. A. Marcadores moleculares RAPD na introgressao de genes para
auséncia de lipoxigenases e da proteina A5A4B3 em soja (Glycine max (L.)
Merrill). 1995. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Melhoramento) - Universidade
Federal de Vigosa, Vicosa.

LIENER, I. E. Implications of antinutritional components in soybeans foods. CRC
Critical Review in Food Science and Nutrition, v. 34, n. 1, p. 31-67, 1994.



23

LOPES, J. L. S. Purificacéo e investigacdo das propriedades fisico-quimica dos
inibidores de proteases extraidos de sementes de Acassia plumosa lowe. 2006.
Dissertacao — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade Sao Paulo, Sao
Carlos.

MAJOR, I. T.; CONSTABEL, C. P. Funcional analysis of the Kunitz trypsin Inhibitor
family in Poplar reveals biochemical diversity and multiplicity in defenses against
herbivores. Plant Physiology, v. 146, p. 888-903, March 2008.

MANDARINO,J. M. G. Composto antinutricionais da soja: caracterizagéo e
propriedades funcionais. in: alimentos funcionais beneficios a saude. 2008.

MENEGUCE, B. et al. Interagao gendtipo x ano para tempo de cozimento e sua
correlagdo com a massa e percentagem de embebi¢cdo em soja tipo alimento.
Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 26, n. 4, p. 463-476, out./dez. 2005.

MIURA, E.; BINOTTI, M.; CAMARGO, D. S.; MIZUBUTI, I. Y., IDA, E. L. Avaliacéo
bioldgica de soja com baixas atividades de inibidores de tripsina e auséncia do
inibidor Kunitz. Arch Latinoam Nutr, v. 51, n. 2 p. 1-8, 2001.

MORAES, R. M. A;; SOARES, T. C. B.; COLOMBO L. R.; SALLA M. F. S.; BARROS
J. G. A. PIOVESAM N. D.; BARROS E. G.; MOREIRA, M. A. Assisted selection by
specific DNA markers for genetic elimination of the Kunitz trypsin inhibitor and lectin
in soybean seeds. Euphytica, n. 149 p. 221-226, 2006.

NATARAJAN, S.; XU, C.; BAE,H.; BAILEY, B. A. Proteomic characterization of
Kunitz trypsin inhibitors in wild and cultvated soybean genotypes. Plant Physiology,
v. 164, p. 756-763, 2006.

ORF, J. H.; HYMOWITZ, T. Inheritance of absebce of kunitz trypsin inhibitor in seed
protein of soybeans. Crop Science, v. 19, p. 107-109, 1979.

RACKIS, J. J.; GUMBMANN, M. R. Protease inhibitors: physiological properties and
nutritional significance. In: ORY, R. L. Antinutritional and natural toxicants in
foods. Westport : Food & Nutrition Press, 1982. p. 203-237.

REINPRECHT, Y.; POYSA, V. W.; YU, K.; RAJCAN, |.; ABLETT, G. R.; PAULS, K.
P. Seed and agronomic QTL in low linolenic acid, lipoxygenase-free soybean
(Glycine max (L.) Merrill) germplasm. Genome/National Research Council Canada
= Genome/Conseil national de recherches Canada.v. 49, p. 1510-1527, 2006.

RYAN, C. A. Proteinase inhibitors. In: Marcus A. (Ed.). Biochemistry of plants. New
York: Academic Press, 1981. v. 6, p. 351-370.

SAKIYAMA, N. S. Marcadores moleculares e as hortaligas. Horticultura Brasileira.
v. 11, n. 2, p. 204-2006. 1993.



24

SARAVITZ, D. M.; SIEDOW, J. N. The Lipoxygenase Isozymes in Soybean [Glycine
max (L.) Merr.] Leaves (Changes during Leaf Development, after Wounding, and
following Reproductive Sink Removal). Plant Physiology, v. 107, p. 535-543, 1995.

SEDIYAMA, C. S.; QUEIROZ, L. R.; MOREIRA, M. A.; REZENDE, S. T. Aldehyde
production and physiological quality of soybean seeds lacking lipoxygenase
iIsozymes. In: WORLD SOYBEAN RESEARCH CONFERENCE. Kasetsart:
University Press, 1998. p. 441-446.

SILVA, M. R.; SILVA, M. A. A. P. Antinutricional factors: protease inhibitors and
lectins. Rev. Nutr., Campinas, v. 13, n. 1, p. 3-9, 2000.

SILVA, M. S. V.; NAVES, M. M.; OLIVEIRA, R. B.;. LEITE, O. S. M. Composigao
quimica e valor protéico do residuo de soja em relagédo ao grao de soja. Rev. Ciénc.
Tecnol. Aliment., Campinas, v. 26, n. 3, p. 571-576, 2006.

TAVARES, J. T.; TAVARES, D. Q ; MIRANDA, M. A. C. . Enzymatic analysis of soya
beans lacking lipoxigenases. Food Agric, v. 62, n. 2, p. 207-208, 1993.

VANDERGRIFT, W. L. Value of soybean meals in swine feeding. In:1983 GEORGIA
NUTRITION CONFERENCE FOR THE FEED INDUSTRY, 1983, Atlanta.
Proceedings... Atlanta: University of Georgia, 1983. p. 75-81.

WANG, K.J.; TAKAHATA, Y.; KONO, Y.; KAIZUMA, N. Alelic differenciation of Kunitz
trypsin inihbitor in wild soybean (Glycine soja) Theor Appl Genet, v. 117, p. 565-573,
2008.

WANG, W. H.; TAKANO, T.; SHIBATA, D; KITAMURA, K.; TAKEDA, G. Molecular
basis of a null mutation in soybean lipoxygenase 2: substitution of glutamine for an
ironligand histidine. Proc Natl Acad Sci USA v. 91, p. 5828-5832, 1994.

WENG, C.; KUBISIAK, T. L.; STINE, M. SCAR markers in a longleaf pine x slash
pine F1 family. Forest Genetics, Zvolen, v. 5, n. 4, p. 239-247, 1998.



25

Universidade Enigepa

Fsradual de Londrina Soja

ARTIGO A: IDENTIFICACAO E MAPEAMENTO DE GENES PARA USO NA
SELECAO ASSISTIDA DE GENOTIPOS DE SOJA COM AUSENCIA DO INIBIDOR
DE TRIPSINA KUNITZ E LIPOXIGENASES.

Resumo

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € um alimento com alto teor de proteina, minerais e
fibras e quantidade reduzida de gordura saturada conferindo beneficios a saude
humana. Entretanto, a utilizagdo do produto para consumo humano e animal é
limitada devido a presenca de fatores antinutricionais, como inibidores de tripsina e
das enzimas lipoxigenases. A obtencéo de cultivares de soja com auséncia desses
fatores tem sido alvo dos programas de melhoramento genético com a finalidade de
melhorar a qualidade do alimento e reduzir custos no processamento térmico de
inativacdo desses componentes. A selegao assistida por marcadores moleculares
tem se mostrado uma eficiente ferramenta aos programas de melhoramento, uma
vez que a técnica proporciona maior rapidez e praticidade. Os objetivos deste
trabalho foram mapear os locos responsaveis pela expressao do inibidor de tripsina
Kunitz nas sementes (KTi3), e das enzimas Lipoxigenases 1 e 2 (Lox 1 e Lox 2),
utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR) para realizagcéo de selegao
assistida na populacao F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e também selecionar individuos da mesma populagdo com auséncia de
KTiz através do uso de marcadores moleculares especificos SCAR. Os 93 individuos
da populagao F;, foram caracterizados fenotipicamente para presenca e auséncia de
KTis, Lox 1 e Lox 2 e Lox 3 nas sementes e genotipicamente para KTiz com os
marcadores polimérficos SSR Satt 409, Satt 228, Satt 429, Satt 333 e um marcador
especifico baseado no alelo mutante recessivo e para Lox 1 e Lox 2 com os
marcadores Sat 090 e Sat 417. Os marcadores Satt 409 e Satt 228 mapearam o
gene KTiz no grupo de ligagado A-2 da soja, a uma distancia de 17,48cM e 29,64cM
respectivamente. Para a realizacdo de selecdo assistida para KTiz o marcador
especifico embora de ordem dominante obteve 100% de eficiéncia. Os marcadores
Sat 090 e Satt 417 flanquearam os genes Lox 1 e Lox 2 no grupo de ligagdo F do
mapa geneético de ligacdo da soja a uma distancia de 3cM e 2,77cM
respectivamente, sendo eficientes na selecéo assistida.

Palavras-chave: Glycine max. Qualidade nutricional. KTi. Lox. Marcadores
moleculares.
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Abstract

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a food with high levels of proteins, minerals and
fibres, and a reduced amount of saturated fat bringing benefits to human’s health.
However, the use of the product for human and animal feeding is limited to the
presence of some antinutritional factors, as trypsin inhibitors and lipoxygenases
enzymes. The development of cultivars of soybean without these factors has been
one of the objectives of some genetic improvement programs to increase the quality
of food and also reduce costs in thermal processing to inactivate these components.
Markers Assisted Selection (MAS) has shown to be an efficient tool in the Plant
Breeding Programms to improve the efficiency selection providing more speed and
praticity. The aim objectives of this work were to map the locus responsible for the
expression of trypsin inhibitors in the seeds (KTis) and the locus of Lipoxygenases 1
and 2 (Lox 1, Lox 2) using SSR markers on the F, population BRS 213 x BRS 155
and also select plants with absence of KTis through the help of specific markers
SCAR. The 93 plants of the F, population had been phenotypically characterized for
the presence and absence of KTis, Lox 1, Lox 2 and Lox 3 and also genotypically
characterized for KTiz with SSR polymorphic markers Satt 409, Satt 228, Satt 429,
Satt 333 and with a specific marker based on the recessive mutant allel. For Lox 1
and Lox 2 the F; population had been characterized with the SSR markers Sat 090
and Satt 417. The markers Satt 409 and Satt 228 mapped the KTi; gene at the A-2
soybean linking group with a distance of 17,48cM and 29,64cM respectively. For KTis
the specific marker was 100% in efficiency. The markers Sat 090 and Satt 417
mapped the genes Lox 1 and Lox 2 at the group F of the soybean linking map with a
distance of 3cM and 2,77cM respectively, being efficient in the assisted selection.

Keywords: Glycine max. Nutricional quality. KTi. Lox. Molecular markers.

INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma producgao de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade de graos
média de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008). Devido a grande importancia da cultura da
soja, tanto para a alimentagdo humana quanto animal, vem se buscando o
desenvolvimento de novas variedades mais produtivas e com maior qualidade
nutricional.

A soja é um alimento com alto teor de proteina, minerais e fibras e
quantidade reduzida de gordura saturada, conferindo beneficios a saude humana.
Entretanto, fatores antinutricionais, como inibidores de proteases e as enzimas

lipoxigenases limitam a utilizagao do produto (SILVA et al., 2006).
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Os inibidores de proteases apresentam especificidade de inibir as
enzimas proteoliticas, reduzindo a digestdo protéica dos alimentos. Entre os
inibidores de proteases da soja o fator Kunitz se destaca, sendo responsavel por
cerca de 80% da inibicdo da atividade triptica nos gréos. O inibidor Kunitz é uma
proteina monomérica com peso molecular aproximadamente de 21.5 KDa, nao
glicosilada que apresenta em sua estrutura duas pontes dissulfeto, tendo atividade
especifica para a tripsina (BRANDON; FRIEDMAM, 1993; ORF; HYMOWITZ, 1979).

O genoma da soja contém dez genes que controlam a expressao
do inibidor de tripsina Kunitz durante o ciclo de vida da planta. Foram clonados e
sequenciados trés destes genes (KTiy, KTi; e KTi3), sendo KTi; o responsavel pela
expressao nas sementes. A redugao da atividade do inibidor nas sementes € devida
a presenca dos alelos mutantes recessivos kti-kti que através da alteracdo do
processo de traducdo confere 50% de redugdo em sua atividade inibidora
(HYMOWITZ, 1985; JOFUKU et al., 1989).

As lipoxygenases sdo enzimas que catalizam a adigdo de oxigénio
molecular aos acidos graxos poliinsaturados, acido linolénico e linoléico formando
compostos carbonilicos que proporcionam aos graos sabor de feijao cru (AXELROD
etal., 1981; LANZA, 1995).

Seis diferentes genes para lipoxigenases da soja foram clonados e
sequenciados, podendo ser expressos em diferentes estadios de desenvolvimento.
As isoenzimas lipoxigenases 1, 2 e 3 (Lox 1, Lox 2 e Lox 3), sdo mais expressas
nas sementes e nos embrides na fase de maturacédo, enquanto as outras possuem
sua expressao na maioria dos tecidos. A heranca que controla a expressao dos
genes Lox 1, Lox 2 e Lox 3 € mendeliana simples, sendo recessivos os alelos que
controlam a auséncia. Os locos que controlam Lox 1 e Lox 2 estdo fortemente
ligados, enquanto o Lox 3 segrega independente (HILDEBRAND, 1996; KITAMURA
et al., 1983).

A obtengao de cultivares de soja com menor teor de inibidores de
tripsina e auséncia das enzimas lipoxigenases tem sido alvo dos programas de
melhoramento genético, pois a eliminacdo genética destas podera contribuir no
aumento do consumo do grédo na alimentagdo, menor perda de aminoacidos
essenciais e menor perda da solubilidade proteica causada pelo processamento
térmico, além de redugdo dos custos gerados no processamento térmico de

inativacdo desses componetes.
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A selecdo assistida por marcadores moleculares tem se mostrado
uma eficiente ferramenta aos programas de melhoramento, uma vez que a técnica
proporciona maior rapidez, praticidade e grande capacidade de detecgdo de
polimorfismo (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi mapear os locos KTis, Lox 1 e Lox 2
utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR) para realizar a selegao
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e selecionar individuos com auséncia de KTi; através do uso de

marcadores especificos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em parceria entre o Programa de
P6s Graduagdo em Agronomia da Universidade Estadual de Londrina e o

Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Soja (CNPSO).

Material Genético

O Programa de Melhoramento de Soja para Tipos Especiais da
Universidade Estadual de Londrina, tem por objetivo desenvolver cultivares com
elevado valor nutricional e baixos indices de fatores antinutricionais. Com vistas
nesses objetivos foram realizados cruzamentos artificiais entre as variedades BRS
213 e BRS 155.
Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetacéo, na area
experimental da Universidade Estadual de Londrina, na safra de 2003/2004. A
variedade BRS 213 (BR 94-23354 X BR 94-23321) se caracteriza por apresentar
auséncia das enzimas lipoxigenases (Lox 1, Lox 2 e Lox 3), presenga do indibidor de
tripsina Kunitz, ciclo semi-precoce, crescimento determinado, hilo amarelo, flor
branca, 39,7% de proteina e 19% de teor de dleo, enquanto a variedade BR 155
(IAS 4(2) X PI15740) apresenta teor reduzido do inibidor de tripsina Kunitz, presenga
das enzimas lipoxigenase 1, 2 e 3, ciclo precoce, crescimento determinado, hilo
marrom-claro e flor branca (CARRAO-PANIZZI, 2008).
As sementes F1 obtidas foram semeadas em setembro e outubro de

2004 e a geracao F, obtida nos meses de dezembro de 2004 e janeiro de 2005.
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Analise Eletroforética SDS-Page para deteccao da proteina KTi3.

A extragdo da proteina Kunitz foi realizada através da raspagem
de cerca de dez mg das sementes. Adicionou-se as amostras 500 yL de tampao 1M
Tris-HCI, pH 8, incubando a temperatura ambiente por 30 min. Apds centrifugacao a
13.600 g por dois minutos, o sobrenadante foi utilizados na analise eletroforética
proposta por Laemmli (1970) e modificada por Moraes et al. (2006).

A eletroforese foi conduzida por cerca de 5 horas a120 V em gel
bifasico SDS-PAGE, sendo a fase inferior (gel separador) constituido de
poliacrilamida 15% e o gel superior (gel concentrador) constituido de poliacrilamida
6,8%. As proteinas foram visualizadas apés coloragdo com 0.15% Commassie Blue
R-250 seguida de lavagem com solug¢ao do acido acético 7.5% acético e solugéo de

metanol de 25%.

Analise Quimica para Detecgéao das Enzimas Lipoxigenases

As sementes F, foram caracterizadas para a atividade de
lipoxigenases (Lox 1, Lox 2 e Lox 3), através do método colorimétrico proposto por
Suda et al. (1995) e modificado por Kikuchi (2001). O método consiste em avaliar
visualmente a mudanca de coloracdo da amostra apds a reducéo do B-caroteno pelo
contato das enzimas lipoxigenase, onde incolor indica a presenca de todas as
isoenzimas, amarelo a auséncia de Lox 3 e presenca de Lox 1 e Lox 2, azul a

auséncia de Lox 1 e Lox 2 e verde a auséncia de todas a isoenzimas.

Extracao de DNA

Apos a realizagdo dos testes de caracterizagdo presenca e
auséncia das lipoxigenases e do inibidor de tripsina Kunitz as sementes foram
semeadas em vasos de 5 litros em dezembro de 2007. No estagio de
desenvolvimento V 2-3 foi coletado de cada planta F, um trifdlio e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a -80°C.

O DNA foi extraido das folhas pelo método CTAB segundo o
protocolo descrito por Keim et al (1988), utilizando-se 1g de tecido triturado com N
liquido, tampéo de extracdo CTAB 5% em proporcéo 4 vezes o tamanho da amostra,
seguidas por duas extragdes sucessivas em cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),

precipitados em isopropanol, tratados com RNAse e suspendidos em TE.
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A quantidade de DNA foi estimada por analise espectrofotométrica
e a integridade das amostras de DNA foi verificada por eletroforese em gel de

agarose 1%, corados com brometo de etidio.

Amplificacao dos Genes Marcadores

Baseados em trabalhos publicados por Kim et al. (2006 a), Kim et al.
(2006 b) e Kimet al (2004 c), foram selecionados para testes nos genoétipos parentais
19 marcadores SSR para KTiz e 8 marcadores SSR para Lox 1 e Lox 2 (Tabela 1)
localizados respectivamente no grupo de ligacdo A-2 e F no mapa genético da soja
desenvolvido por Cregan et al (1999) a fim de identificar os marcadores polimérficos

ligados aos genes de interesse para validar o uso da seleg¢ao assistida.

Tabela 1. Marcadores SSR utilizados para amplificagdo de DNA.

Marcador G.L. Iniciador Sequéncia

KTis

Satt 228 A-2 Sense 5 - TCATAACGTAAGAGATGGTAAAACT -3 5 -
Antisense CATTATAAGAAAACGTGCTAAAGAG - &

Satt 409 A-2 Sense 5 - CCTTAGACCATGAATGTCTCGAAGATA-3 5 -
Antisense CTTAAGGACACGTGGAAGATGACTAC-3’

Satt 429 A-2 Sense 5’ - GCGACCATCATCTAATCACAATCTACTA-3’
Antisense 5" - TCCCCATCATTTATCGAAAATAATAATT-3"

Satt 333 A-2 Sense 5" - GCGAATGGTTTTTGCTGGAAAGTA-3¢
Antisense 5 - GCGCAACGACATTTTCACGAAGTT-3’

Satt 209 A-2 Sense 5" - GCGGTGGATAAAAGCCATCTCTA-3’
Antisense 5" - TCCATAGGCTTAATTCTTATGATGTT-3’

Satt 347 A-2 Sense 5" - GCGAAGCCAACACATATAACATTGAAG-3’
Antisense 5’ - GCGGGCAAGGGGACACTACAATAATAC-3’

Satt 538 A-2 Sense 5’ - GCAGGCTTATCTTAAGACAAGT-3’
Antisense 5’ - GGGGCGATAAACTAGAACAGGA-3’

Satt 294 A-2 Sense 5" GCGGAACCCTTTATTTGTATCCAACTTAG-3’
Antisense 5 - GCGTGGTGGCACTTTGATTGTAGTA-3’

Satt 455 A-2 Sense 5 - CGGATTGTGTCCTTTGTTGTTATTAT-3’
Antisense 5’ - ACCTCGCACACAATTTGAGTC-3’

Satt 133 A-2 Sense 5" - GCAAATGAAGAAAAGATGGATT-3’
Antisense 5’ - TAAAGCGATGGTTGAAGAAAG-3’

Sat 138 A-2 Sense 5 - GCGGGACTTAGGAGTCTAGTATTA-3’
Antisense 5’ - GGGAACAGGGATTTAGGACGAGAA-3’

Sat 097 A-2 Sense 5" - CGGCAACTGCGAAAAT-3’

Antisense 5’ - ACCCAACTTGTCAAACAGAC-3’
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Sat 040 A-2 Sense 5" - GTTCTAGTTCTTCTTTTCACTTG-3
Antisense 5" - TTGTCATCAAATATCATCCATTT-3’

Satt 470 A-2 Sense 5" - GACCATTATGCTTTTTCTCTTT-3"
Antisense 5" - CTTTATCCTCCTCCATTAGTTCTA-3’

Satt 377 A-2 Sense 5 - GCGTTTACAGGACCAGGAACTTTTT-3’
Antisense 5" - GCGGGCCAATGGAACTTAGTCTTTTTA-3

Sat 378 A-2 Sense 5" GCGGTGGGGACCGGAGGAGTATAATAAT-3’
Antisense 5" - GCGTGAAGGCTAATAATATAGGCATGG-3’

Satt 707 A-2 Sense 5" -GCGTGAGCAATACATTTTCTGTAAAAAAAAA-3’
Antisense 5" - GCGATAGCATATTAAATGAATCTCTGACTTT-3’

Satt 382 A-2 Sense 5" - GCGAAAGGTCGAGAAAATGAAATG-3’
Antisense 5" - GCGTTTGCCTTGTTGGTGACTTG-3

Satt 421 A-2 Sense 5" - CAAAGCTTCTTCTTCTTCT-3’
Antisense 5’ - CACAGGTTGAGACAAAACAAA-3’

Lox 1Lox 2

Sat 090 F Sense 5 - CTCGCTGCTACTGGTC-3’
Antisense 5" - AAGAATGCGTTGGATTTA-3’

Sat 074 F Sense 5’ - GGGTGAGAAATACATGCAACTTACA-3’
Antisense 5" - GGGCATCAAAATTGATATTAAATGTCTAA-3’

Satt 554 F Sense 5’ - GCGATATGCTTTGTAAGAAAATTA-3’
Antisense 5" - GCGCAAGCCCAAATATTACAAATT-3’

Satt 218 F Sense 5’ - TCAATCAACAAAAACATAATTCTTC-3
Antisense 5 - ATTTGTGTTTTGTTTTAGCTCTCTA-3’

Satt 522 F Sense 5’ - GCGAAACTGCCTAGGTTAAAA-3’
Antisense 5" - TTAGGCGAAATCAACAAT-3’

Satt 656 F Sense 5 - GCGTACTAAAAATGGCAATTATTTGTTG-3’
Antisense 5" - GCGTGTTTCAGTATTTGGATAATAGAAT-3’

Sat 417 F Sense 5’ - GCGAATATGGCGTTGAAAATAGTGAT-3’
Antisense 5" - GCGACCCAGATTCTGTGCTAAGA-3’

Satt 395 F Sense 5 - CGCGCTAGTTGAATGAATGT-3’
Antisense 5" - GCGCATTGAGGAATTTTTTAT-3’

Também foi utilizado o iniciador especifico (SCAR) desenvolvidos por
Moraes et al. (2006), baseado nas sequéncias encontradas no banco de dados
GenBank depositadas por Jofuku et al (1989). Sendo as sequéncias dos iniciadores

apresentadas:

- KTiz Sense: ‘5 —= CTTTTGTGCCTTCACCACCT -3
- KTiz Antisense: ‘5 — GAATTCATCATCAGAAACTCTA - 3.



32

As reacbes de amplificacdo foram compostas de uma mistura de
reagcao a um volume de 10 ul contendo 50 ng do DNA genémico, 10mM de Tris-HCI,
50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl; 1,3 mM de desoxiribonucleotideo, 1.0 unidade de
TAq polimerase e 2 uM de cada iniciador Sense e Antisense, sendo as condi¢des

geral de PCR apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Condigao geral de amplificagcdo dos marcadores.

Denaturagéo 35 ciclos Terminagéio
inicial Denaturacdo Anelamento Alongamento
94 °C 94°C 55°C 72°C 72 °C 4°C
5 min 40 s 40 s 40 s 5 min fim

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de
poliacrilamida a 10% imerso em solugao tampao 1X Tris-HCI . O gel foi corado com
brometo de etidio (0.2 g/mL) e fotografado sob luz ultravioleta para visualizagao e

analise das bandas de DNA.

Analise Estatistica

Para a analise das ligagbes foi realizada a caracterizagao
genotipica através dos individuos para os marcadores SSR e construida uma matriz
de dados para a construgdo do mapa genético.

A anadlise de segregagdo de cada marcador molecular e dos
marcadores fenotipicos assim como os calculos da frequéncia de recombinacéo e a
construcdo do mapa genético foi realizada com o auxilio do programa GQMOL,
versao 2006.9.1 (Cruz e Schuster, 2006). O agrupamento dos marcadores foi
realizado utilizando valor limite de detec¢do (LOD) de 3,0 e utilizando a distancia de
Kossambi para a conversao da frequéncia de recombinacao para distancia fisica em

centimorgans (cM).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliagdo fenotipica da segregacao do inibidor de tripsina KTis
presente nas sementes foi realizada nos 93 individuos da populagdo F,. Foram
obtidos 70 individuos com a presenca da banda da proteina de tamanho aproximado
a 21,5 KDa e 23 individuos com a auséncia da banda (Figura 1). Assim como
descrito por Jofuku et al. (1989) e Natarajan et al. (2006) esta segregacgao se ajusta
a proporgéo esperada de 3:1 com um valor de qui-quadrado ndo significativo a 1%
de probabilidade (Tabela 3), confirmando a presenga de um gene independente com
o alelo que confere a presenga de KTiz dominante ao alelo recessivo kti-kti que

confere a reducao da proteina no embrido.

—_— populagae F2 ————
BRS 213 BRS 155 5 5 4 5 5] 7 B

->

Figura 1 — Padrao de segregacao fenotipica realizada através de analise eletroforética SDS-
PAGE para detecgao de auséncia e presenga de KTiz; nas sementes da
populagdo segregante F, do cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS
155, sendo que, os parentais BRS 213 e os individuos 1, 2, 3, 5 e 9 mostram
presenga de KTiz, enquanto os parentais BRS 155 e os individuos 4, 6, 7 ¢ 8
mostraram auséncia da mesma.

Moraes et al. (2006) avaliando a populacdo F, derivada de
retrocruzamento da cultivar Monarca com presenca de KTiz e Lectina e uma cultivar
para auséncia desses fatores também encontraram um alelo recessivo controlando a
auséncia de KTiz nas sementes da soja.

A avaliacéo fenotipica da segregacédo de Lox 1, Lox 2 e Lox 3

presentes nas sementes indicou 69 individuos com a presenga das enzimas
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Lipoxigenase 1 e 2 e 24 individuos com auséncia das mesmas e 71 individuos com

presencga e 22 individuos com auséncia de Lipoxigenase 3 (Figura 2).

Figura 2 — Teste colorimétrico de detecgao das enzimas lipoxigenases em sementes de soja
proposto por Suda et al. (1995) e modificado por Kikushi (2001), onde, incolor
indica a presenca de todas as isoenzimas (amostras 2, 5, 9, 10,15, 16, 19, 22,
24, 25,26,27, 28, 29,32, 34, 36, 40, 41, 43, 46, 47) amarelo a auséncia de Lox 3
e presenca de Lox 1 e Lox 2 (amostras 1, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 21, 23, 30, 35, 48),
azul a auséncia de Lox 1 e Lox 2 (amostras 3, 7, 11, 14, 18, 20, 32, 33, 37, 38,
39, 44, 48) e verde a auséncia de todas a isoenzimas (amostra 47).

A segregagao fenotipica observada se ajusta a proporgcao
esperada de 3:1 para Lox 1 e Lox 2, assim como para Lox 3, com valores de qui-
quadrado nao significativo a 1% de probabilidade, indicando a presenca da forte
ligacéo entre Lox 1 e Lox 2 e segregacao independente de Lox 3 (Tabela 3).

Embora os dois testes de caracterizagao fenotipica realizados,
SDS-PAGE e teste colorimétricos tenham sido eficientes na deteccao de
polimorfismo, conferindo rapidez e facilidade de execug¢ao nao é possivel detectar os
individuos heterozigotos. Por essa razdo o emprego da selegcdo assistida por
marcadores moleculares se torna uma boa ferramenta de trabalho, pois a

possibilidade de identificagdo dos individuos heterozigotos aumenta a rapidez na
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selecao de material com a diminuigdo dos ciclos de selegdo, como nos casos de

introgressao de genes por retrocruzamentos.

Tabela 3 — Valorores de Qui-quadrado para analise da segregacéao fenotipica para
presenca e auséncia de KTi e das Lipoxigenases 1 e 2 na populagao F;
do cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

Genes N2 Observado ° Esperado © Qui-quadrado ¢
KTi 93 70: 23 3:1 0,004 "™
Lox 1e2 93 69: 24 3:1 0,032
Lox 3 93 71: 22 3:1 0,896

#Numero total de individuos avaliados
b Segregacgao observada na populagao
° Segregacao esperada
ns — Nao significativo a 1% para o teste de Qui-quadrado

Dos 20 marcadores SSR testados para KTi apenas Satt 228, Satt
409, Satt 429 e Satt 333 apresentaram polimorfismo entre os parentais e os
individuos da populagdo segregante (Figura 3). O baixo polimorfismo encontrado
pode ser explicado possivelmente por uma baixa divergéncia genética entre as

variedades parentais.



Satt 409
P1P2 Populagéo F2

*_

Satt 228
P1 P2 Fopulacéo F2

_

Satt 333
P1P2 Populagao F2

4_

Satt 429

P1P2 Populacéo F2

-'_

Figura 3 — Padrées de segregacao de fragmentos de DNA para os marcadores SSR Satt
409, Satt 228, Satt 333 e Satt 429 nos parentais P1 (BRS213) e P2 (BRS 155) e
na populagéo segregante F».
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A partir das analises genotipicas da populagdo F, de cada marcador

microssatélite analisado foi construido um mapa genético de ligagao do gene KTiz. O

gene foi mapeado no grupo de ligagdo A-2 da soja (Cregan et al., 1999) e a ordem

dos marcadores moleculares no grupo de ligagdo formado coincidiu com a ordem

dos mesmos no mapa consenso, entre os marcadores Satt 409 e Satt 228, a uma

distancia de 17,48 cM
(Figura 4).

do marcador Satt 409 e 29,64 cM do marcador Sat228

1196 _ismun
1210 Tp28_8 2810

GL A2 e
1220 || Swi_057
12334 5t 11m
12541 |Emtim
1267 1 L1
1254 1 | Eatizes
1209 | Switass
1312 =3 BLTOS3_1
— Satt 333 131 & 5 maoag i
: 1320 {} Sut_a53
18,96 1323 lasos
133.0 ) 40651
L Sttt 409 13527 ['oPaEs
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34 — 1451 4_FKE44 3
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1541 1t Swit2
17.3 — 1553 T L144_1
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Figura 4 — Mapa de ligacdo da regido genémica contendo o gene KTis. A esquerda, o grupo
de ligacdo obtido com a populagdo F, do cruzamento entre as cultivares BRS
213 e BRS 155. A direita, parte do grupo de ligagcdo A-2 do mapa consenso da
soja. Em cada figura, os nomes dos marcadores ou do gene estio indicados a
direita do grupo de ligagdo. No grupo de ligagcdo da esquerda, as distancias entre
os marcadores ou entre os marcadores € o gene KTi;, em cM (fungcdo de
Kosambi) estdo indicadas a esquerda da figura. No grupo de ligacao da direita,
os valores a esquerda da figura indicam as distancias genéticas cumulativas.

Ao contrario das distancias obtidas Kim et al (2006 a) que relataram

forte de ligagdo do marcador Satt 228 a KTiz, sendo este ligado a 0 cM para uma de

suas populagdes as distancias dos marcadores utilizados neste trabalho ao gene

KTis sdo consideradas grandes o que segundo Mohan et al (1997) resulta em baixa
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eficiéncia na realizacdo da selecdo assistida, pois pode levar a ocorréncia de
“crossing-over” entre o marcador e o gene. Isso resulta em uma alta porcentagem de
diagnosticos falso-positivos e/ou falso-negativos.

Os marcadores Satt 409 e o marcador especifico quando avaliado
através da comparacdo com os dados fenotipicos apresentaram segregacao
significativa, ou seja, nao estdo segregando de maneira esperada de 3:1 e os
marcadores Satt 429, Satt 228 e Satt 333 apesar ndo apresentarem X? significativo
apresentaram baixos valores de probabilidade, evidenciando problemas de
segregagao na populagdo em estudo, podendo ser observados pela maior
freqUéncia de individuos homozigotos dominantes e menor freqiéncia de individuos
heterozigotos (Tabela 3). Reinprecht et al. (2006) e Nodari et al. (1993) relataram
que o tamanho reduzido da populagcédo pode afetar a transmissao do carater, sendo
as regidbes ndo acessadas do genoma possiveis causas das distorgdes na

segregacao.

Tabela 3 — Analise de segregacao fenotipica da presenca/ auséncia de KTi e da
segregacao genotipica dos marcadores testados na populagédo F»
derivada do cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

Probabilidade

Marcador N?  Observado® Esperado® Qui-quadrado %

KTis 93 70: 23 3:1 0,004 95,2
Satt 429 88 28:38:22 1:2:1 2,45 29,3
Satt409 86 28:46:12 1:2:1 6,37* 4,1*
Satt228 89 30:36:23 1:2:1 4,34 11,37
Satt 333 87 24:46:17 1:2:1 1,41 49,31

Especifico 92 32:38:22 1:2:1 6,32* 4.1*

#Numero total de individuos avaliados

b Segregacgao observada na populacao

° Segregacao esperada

d Significativo a 5% para o teste de Qui-quadrado.

Apesar de o marcador especifico ser dominante foi possivel
identificar os individuos heterozigotos através da avaliagdo genotipica e fenotipica,
ou seja, os individuos heterozigotos apresentaram banda tanto no gel de proteinas

como no gel de DNA, pois os iniciadores amplificam o alelo recessivo. Foram



39

identificados na populagdo em estudo 38 individuos heterozigotos e 22 individuos
homozigotos recessivos, 0 que comprova que para o gene KTiz a populagdo nao
segrega na proporgao esperada de 1:2: 1.

Para o emprego da selecdo assistida o marcador especifico foi
eficiente, apresentando 100% de acerto, confirmando os dados obtidos por Moraes
et al. (2006). Por ter sido desenvolvido a partir da sequiéncia do alelo recessivo que
codifica para auséncia de KTi nos graos o marcador amplifica diretamente a regiao

codante. (Figura 5).

Pt p2 Populagao F2

Figura 5 — Padrbes de segregacao de fragmentos de DNA para o marcador especifico nos
parentais P, (BRS213) e P, (BRS 155) e na populagdo segregante F,, onde
observa-se amplificacdo das bandas nos individuos que possuem o alelo
recessivo.

A identificagdo de individuos heterozigotos é de grande importancia
nos programas de melhoramento, pois pode contribuir com a redugdo no numero de
retrocruzamentos em programas de obtengao de variedades melhoradas.

Dos 8 marcadores SSR testados para Lox 1 e Lox 2 apenas os
marcadores Sat 090 e Satt 417 foram polimérficos e ligados aos genes que
codificam para lipoxigenase 1 e 2, confirmando a localizagao no grupo de ligagao F
da soja, confirmando os dados obtidos por Reinprecht et al. (2006) e sendo
consistentes com os dados do mapa publico da soja de Cregan et al. (1999) e
Palmer e Kilen (1987) (Figura 6).
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Figura 6 — Padroes de segregacao de fragmentos de DNA para os marcadores SSR Satt
417 e SaT_90 nos parentais P1 (BRS213) e P2 (BRS 155) e na populagéo
segregante F,.

Os marcadores foram eficientes para o mapeamento dos genes
Lox 1 e Lox 2, sendo que a distancia obtida do intervalo entre os dois marcadores
foi de 5,77cM muito proxima da distancia desses marcadores no mapa de Cregan
(1999) que é de 5,4cM (Figura 7). Segundo Kim et al. (2004 c), Kim et al. (2006 b) e
Reinprecht et al (2006) os locos que controlam a lipoxigenase 1 e 2 estariam
localizados entre os marcadores Sat 090 e Sat 074 no mesmo grupo de ligagao. A
obtencdo da ligacdo com o Satt 417 nos permitiu uma maior aproximagao dos

genes, o que resulta numa maior eficiéncia na realizagao da selegao assistida.
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Figura 7 - Mapa de ligacdo da regido genémica contendo os genes Lox 1 e Lox 2. A
esquerda, o grupo de ligagao obtido com a populagao F, do cruzamento entre
as cultivares BRS 213 e BRS 155. A direita, parte do grupo de ligagdo F do
mapa consenso da soja. Em cada figura, os nomes dos marcadores ou do
gene estao indicados a direita do grupo de ligagdo. No grupo de ligagéo da
esquerda, as distancias entre os marcadores ou entre os marcadores e 0 gene
KTi, em cM (funcdo de Kosambi) estdo indicadas a esquerda da figura. No
grupo de ligacao da direita, os valores a esquerda da figura indicam as
distancias genéticas cumulativas.

Para os genes Lox 1 e Lox 2 a segregacdo genotipica dos
marcadores ocorreram na proporcdo esperada de 1:2:1, apresentando valor de X2
nao significativos, além de altas probabilidades a 1% de sigificancia o que confirma a
confiabilidade deste mapeamento (Tabela 4). Os marcadores Sat 90 e Satt 417
apresentaram 100% e 98,9% respectivamente de acerto na selecdo quando

comparados com os resultados fenotipicos.
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Tabela 4 — Andlise de segregacao fenotipica da presencga/ ausénciade L -1 e L-2 e da
segregacao genotipica dos marcadores testados na populagao F; derivada
do cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

Marcador N° Observado Esperado X2 Probabilidade
L1-L2 93 69:24 3:1 0,032™ 85,74
Sat 090 92 23:46:23 1:2:1 o 100
Sat 417 91 22:44:25 1:2:1 0,297 " 86,21

ns — Nao significativo a 1% para o teste de Qui-quadrado.

CONCLUSOES

Os marcadores de microssatélite Sat 090 e Satt 417 para Lox 1 e Lox
2, presentes no grupo de ligagao F da soja, que estdo a uma distancia de 3 cM e
2,77 cM dos genes Lox 1 e Lox 2 respectivamente, assim como o marcador
especifico SCAR, sao eficientes para a selegcao assistida por marcadores

moleculares em programas de melhoramento genético de soja.
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ARTIGO B -EXPRESSAO TRANSITORIA DE GENES IDENTIFICADOS EM
FRACOES CROMOPLASTICAS OBTIDOS POR FRACIONAMENTO CELULAR
EM TOMATE (LYCOPERSICON ESCULENTUM MILL.).

Resumo

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma das mais importantes hortaligas
produzidas no mundo. O aumento na qualidade dos frutos reflete no aumento do
grau de aceitabilidade pelos consumidores, sendo que a qualidade do tomate esta
relacionada a atributos como boa aparéncia, textura, sabor e aromas. Sabe-se que o
tomate possui grande quantidade de componentes volateis e ndo volateis
responsaveis pela qualidade dos frutos. O metabolismo secundario, derivado de
varios precursores, incluindo os carotendides, lipidios e aminoacidos, é considerado
um importante mecanismo de sintese desses componentes, acredita-se que a
localizacdo dessas proteinas nos plastidios poderia catalisar a formacdo desses
compostos. O objetivo desse trabalho foi realizar a localizagdo sub-celular das
proteinas Ras — GTP de ligagdo, Adenilato quinase e Anidrase Carbdnica
correspondentes aos genes SGN-U312494, SGN-U313920 e SGN-U313920, que
embora tenham sido isoladas a partir da fracdo cromoplastica de frutos no estadio
‘over ripening”, ou seja, completamente maduro nao apresentaram localizagao
plastidial quando submetidas a analises de suas sequéncias pelos programas de
bioinformatica de predicdo Predotar e Target P. Através da realizagdo de
construgcbes GFP (Green Fluorescent protein) pelo Sistema GATEWAY® de
recombinagao e analise de microscopia de fluorescéncia foi verificada a expressao
transitéria dessas proteinas em protoplastos de tabaco. As construgcdes GPF e a
marcacao da fragcado cloroplastica dos protoplastos pela proteina de fluorescéncia
RFP (Red fluorescent protein) nos permitiram localizar a nivel sub-celular as
proteinas. A proteina adeni