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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
inativacdo desses componentes. A selecdo 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 realizacédo de selecéo
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e também selecionar individuos da mesma populacdo com auséncia de
KTiz através do uso de marcadores moleculares especificos SCAR. Os 93 individuos
da populagéo F, foram caracterizados fenotipicamente para presenca e auséncia de
KTiz, Lox 1 e Lox 2 e Lox 3 nas sementes e genotipicamente para KTiz com 0s
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 o0s
marcadores Sat 090 e Sat 417. Os marcadores Satt 409 e Satt 228 mapearam o
gene KTiz no grupo de ligacdo A-2 da soja, a uma distancia de 17,48cM e 29,64cM
respectivamente. Para a realizacdo de selecdo assistida para KTiz 0 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 ligacdo F do
mapa genético de ligacdo da soja a uma distancia de 3cM e 2,77cM
respectivamente, sendo eficientes na selegéo assistida.

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



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 (KTiz) 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 KTisthrough 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 KTiz
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.

Key words: Glycine max, Nutricional quality, KTi, Lox, Molecular Markers.
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1. Introducéo

O Brasil € 0 segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma producédo de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade de gréos
meédia de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008). Devido a grande importancia da cultura da
soja, tanto para a alimentacdo 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
guantidade reduzida de gordura saturada, conferindo beneficios & 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 responséavel por
cerca de 80% da inibicdo da atividade triptica nos gréos. O inibidor Kunitz é uma
proteina monomérica de 21.5 KDa, ndo 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, KTi, e KTig), sendo KTiz o responsavel pela

expressdo nas sementes. A reducdo da atividade do inibidor nas sementes ocorre
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devido a presenca dos alelos mutantes recessivos kti-kti que através da alteracao do
processo de traducdo confere 50% de reducdo em sua atividade inibidora
(HYMOWITZ, 1985 e JOFUKU et al, 1989).

As lipoxigenases sdo enzimas que catalisam a adicdo de oxigénio
molecular aos acidos graxos poliinsaturados, acido linolénico e linoléico formando
compostos carbonilicos que proporcionam aos grédos sabor de feijdo cru
(AXELROAD et al, 1981 e 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, S840 mais expressas nas sementes e nos
embrides na fase de maturacdo, enquanto as outras possuem sua expressao na
maioria dos tecidos. A heranca 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 e
KITAMURA et al, 1983).

A obtenc&o 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 grdo na alimentacdo, menor perda de aminoacidos
essenciais e menor perda da solubilidade proteica causada pelo processamento

térmico, além de reducdo dos custos gerados nesse processo.
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A selegcao 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 deteccdo 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 selecdo
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e selecionar individuos com auséncia de KTiz atravées 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 &rea de aproximadamente 21,2 milhdes
de hectares cultivados na safra 2007/2008, gerando uma producéo de 59,5 milhdes
de toneladas e uma produtividade média de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008).

A soja é considerada um gréo 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 gréos e o farelo utilizado na alimentacéo
animal. O grdo também ¢é utilizado na fabricagdo de produtos industriais nédo
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 reducéo
dos riscos de doencgas cronicas ndo-infecciosas como as doencas cardiovasculares,
alguns tipos de canceres e osteoporose (SILVA et al, 2006).

Os principais componentes dos graos de soja séo proteina e 0Oleo,
sendo que o grédo 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.
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Entretanto, os graos também possuem fatores antinutricionais que interferem
negativamente no uso da soja “in natura’ na alimentacdo humana e animal devido
principalmente aos inibidores de proteases que conferem baixa digestibilidade da
proteina e presenca 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
em racdes. Como esses fatores sdo 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 e BRANDON, 2001).

Com finalidade de reduzir os custos no processamento de soja,
melhorar as caracteristicas organolépticas e aumentar a aceitacdo 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 doencas
através de inducdes bioquimicas de defesa. Essas defesas podem incluir metabdlitos
secundarios e proteinas que podem atuar como toxinas e fatores antinutricionais
(MAJOR e CONSTABEL, 2008).

Os fatores antinutricionais presentes nas plantas além de atuarem

como defesa, podem atuar de maneira indesejavel, sendo nocivos a saude
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provocando efeitos fisiolégicos adversos ou diminuir a biodisponibilidade de
nutrientes (SILVA e SILVA, 2000).

Os fatores antinutricionais presentes na soja SA40 0S COmpostos
fendlicos, acidos fendlicos, fitatos, inibidores de proteases, saponinas, lectinas,
oligossacarideos e peptidios de baixo peso molecular, considerados compostos
bioativos, estando envolvidos na reducdo dos riscos de doengas crénicas nao
transmissiveis (MANDARINO, 2008).

Uma alternativa para aumentar o valor nutricional da soja é
submeter os grédos a tratamento térmico, para inativacdo 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 e

BRANDON, 2001; VANDERGRIFT, 1983).

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 fun¢des
fisiologicas, pois desempenham papel protetor contra o ataque de pragas e
patdgenos 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 alteracdes metabdlicas do

pancreas (aumento da secrecdo enzimatica, hipertrofia e hiperplasia) e redugéo da
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taxa de crescimento que é provocada pela excessiva perda fecal de proteina
secretada pelo pancreas. Como as enzimas pancreaticas sao ricas em aminoacidos
sulfurados e esta perda enddgena ndo pode ser compensada pela ingestdo de
proteina de leguminosas, ocorre redugédo no crescimento (RACKIS & GUMBMANN,
1982).

Os inibidores de proteases da soja séo 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 ligagcéo independentes. Aproximadamente de 80% da inibicdo da atividade triptica
nos gréos de soja é causada pela acdo do fator Kunitz, resultando na reducédo 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 desnaturacdo quimica. (RYAN, 1981).

O inibidor de tripsina KTi vem sendo também utilizado para
acessar variacoes geograficas e em estudos de processos evolutivos, pois devido ao
seu alto polimorfismo constitui um modelo potencial. Suas distintas formas

eletroforéticas sé&o controladas por alelos codominantes em um Uunico loco e as
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analises das sequéncias desses mutantes sugerem que a diferenciacdo tenha
ocorrido antes da domesticagéo da planta (WANG et al, 2008).

O genoma da soja contém dez genes que controlam sua
expressdo durante o ciclo de vida da planta. Foram clonados e sequenciados trés
genes (KTiy, KTi; e KTig), sendo que KT, e KT, apresentam sua expressao nas folhas
e haste. As andlises 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 KTis indica que este codifica uma proteina idéntica ao alelo Ti? o que
nos leva a crer que a acao do gene KTi3 é predominante nas sementes (ORF e
HYMOWITZ, 1979; JOFUKU e GOLDBERG, 1989; KIM et al, 1985a).

Os alelos mutantes recessivos kti-kti devido a ocorréncia de uma
substituicdo e duas delecdes de bases, alteram o processo de traducao, causando
uma terminacao prematura da traducdo 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 obtencado de cultivares comerciais. A auséncia de KTi revela que o gene néo é

essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta, mas atua como regulador
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endogeno de proteinases durante o maturacdo e germinacdo das sementes e
protetores contra insetos e mircrorganismos (KRISHNAN, 2001).

Hymowitz 1985 em seu trabalho de caracterizacdo eletroforética
das proteinas KTi, indicou que linhas com gendtipo kti-kti possuiam cerca de 50% de
reducdo 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 da

solubilidade proteica, além de contribuir com a reducdo de custos no processamento.

2.3 As Lipoxigenases

As lipoxigenases, que constituem aproximadamente 1% do total
das proteinas do grdo 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 é um dos principais fatores que causam o
aparecimento de compostos carbonilicos responsaveis pelo sabor de feijdo 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
gue algumas dessas isoformas possam ser variantes das mesmas isoenzimas.
Foram clonados e sequienciados 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 maturacdo, enquanto as outras possuem sua

expressao constitutiva se expressando na maioria dos tecidos (HILDEBRAND, 1996)
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As lipoxigenases podem estar presentes nas sementes na forma
de trés isoenzimas (Lox 1, Lox 2, Lox 3), a heranca que controla a auséncia ou
presenca das lipoxigenases nos graos de soja € mendeliana simples, sendo que 0s
alelos que controlam a auséncia dessas isoenzimas Sao 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) atraves de mutacdes
induzidas por radiacdo raio-y nas sementes de soja obtiveram o mutante triplo nulo,
confirmando a nao letalidade dos alelos recessivos, mas sim a existéncia da forte
ligacdo entre Lox 1 e Lox 2 que impedia o aparecimento da recombinacéo destes
genes naturalmente.

A atividade das enzimas lipoxigenases encontrada no mutante
triplo nulo durante a maturacao 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 e TAVARES, 1993).

A remocdo genética das isoenzimas lipoxigenases da soja pode
contribuir para melhora dos caracteres organolépticos, eliminacdo do sabor
desagradavel podendo resultar no aumento do consumo na alimentacédo (SEDIYAMA

et al, 1998).



23

2.4 O uso de marcadores moleculares na selegcdo de g  endtipos superiores

A combinacao de métodos classicos de melhoramento genético com
tecnologias da genética molecular de anédlises 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,
caracterizacdo dos bancos de germoplasma e mapeamento genético, selecdo
assistida, entre outras (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Devido a grande importancia da cultura da soja mundialmente
varios meétodos tem sido aplicados no estudo de sua estrutura e fungcéo génica para
obtencdo de géndtipos melhorados, como a construcdo de mapas de ligacdo mais
saturados pelo desenvolvimento de novos marcadores baseados em sequéncias
expressas EST'’s, integracdo dos caracteres agrondémicos 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 e XIA, 2004).

A selegcédo de gendtipos superiores atraveés do uso de marcadores
moleculares em programas que objetivam a introgressdo de genes por meio de
retrocruzamentos € um exemplo largamente utilizado de selecdo assistida que busca
principalmente introduzir caracteristicas de heranca simples, como resisténcia a
doencas, selecionar gendtipos mais proximos ao gendtipo recorrente com menor

nuamero de ciclos, acelerando assim a obtenc&o de novos cultivares melhorados, pois
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esta proporciona maior rapidez, praticidade e grande capacidade de deteccdo de
polimorfismo (CARPENTIERIi-PIPOLO et al, 2006).

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

Dentre os marcadores moleculares, os marcadores baseados em
PCR (Reacdo da polimerase em cadeia) possuem boa eficiéncia, uma vez que
consistem na sintese enzimética de milhdes de copias 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, expressao
co-dominante, resultando em elevado contetdo de informacdes (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

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

Nos ultimos anos alguns pesquisadores contribuiram muito para o
estudo genético molecular de caracteristicas que conferem a qualidade alimentar dos
graos de soja. Kim et al. (2006 b), mapearam o gene responsavel pela expressao do
inibidor Kunitz nas sementes no grupo de ligagdo A-2 da soja, identificando ligacao

ente KTiz e os marcadores SSR Satt 228, Satt 429 e Satt 409.



25

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

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 variagcdo entre as linhas selvagens e cultivadas do que entre
0S genotipos pertencentes ao mesmo grupo, embora tenha se detectado variagdo de
KTij, KTi, e KTiz entre e dentro dos grupos.

Kim (2004 c) e Kim (2006 d), mapearam Lox 1 e Lox 2 no grupo de
ligacdo F da soja, entre os marcadores SSR Sat 090 e Sat 074. Barreto (2008) com o
auxilio de marcadores SSR identificou ligacdo 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.
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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 utilizacdo do produto para consumo humano e animal é
limitada devido a presenca de fatores antinutricionais, como inibidores de tripsina e
das enzimas lipoxigenases. A obtencdo 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 selecdo 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 realizacédo de selecéo
assistida na populagédo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e também selecionar individuos da mesma populacdo com auséncia de
KTiz através do uso de marcadores moleculares especificos SCAR. Os 93 individuos
da populagéo F, foram caracterizados fenotipicamente para presenca e auséncia de
KTiz, Lox 1 e Lox 2 e Lox 3 nas sementes e genotipicamente para KTiz com 0s
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 o0s
marcadores Sat 090 e Sat 417. Os marcadores Satt 409 e Satt 228 mapearam o
gene KTiz no grupo de ligacdo A-2 da soja, a uma distancia de 17,48cM e 29,64cM
respectivamente. Para a realizacdo de selecdo assistida para KTiz 0 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 ligacao F do
mapa genético de ligacdo da soja a uma distancia de 3cM e 2,77cM
respectivamente, sendo eficientes na selegéo 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 KTisthrough the help of specific markers
SCAR. The 93 plants of the F, population had been phenotypically characterized for
the presence and absence of KTiz, 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 KTiz
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.

Key words: Glycine max, Nutricional quality, KTi, Lox, Molecular Markers.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o0 segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhées de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma producédo 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 alimentacdo 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
guantidade reduzida de gordura saturada, conferindo beneficios & saude humana.
Entretanto, fatores antinutricionais, como inibidores de proteases e as enzimas
lipoxigenases limitam a utilizagdo 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 responséavel 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, néo
glicosilada que apresenta em sua estrutura duas pontes dissulfeto, tendo atividade
especifica para a tripsina (BRANDON e FRIEDMAM, 1993; ORF e 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 KTig), sendo KTiz o responsavel pela
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expressao nas sementes. A reducéo da atividade do inibidor nas sementes é devida
a presenca dos alelos mutantes recessivos kti-kti que através da alteracdo do
processo de traducdo confere 50% de reducdo em sua atividade inibidora
(HYMOWITZ, 1985 e JOFUKU et al., 1989).

As lipoxygenases sdo enzimas que catalizam a adicdo de oxigénio
molecular aos acidos graxos poliinsaturados, acido linolénico e linoléico formando
compostos carbonilicos que proporcionam aos graos sabor de feijdo cru (AXELROD
et al, 1981 e 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), SGo mais expressas nas
sementes e nos embrides na fase de maturacdo, enquanto as outras possuem sua
expressao na maioria dos tecidos. A heranca que controla a expresséo dos genes
Lox 1, Lox 2 e Lox 3 é 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 e KITAMURA
et al, 1983).

A obtenc&o 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 grdo na alimentacdo, menor perda de aminoacidos
essenciais e menor perda da solubilidade proteica causada pelo processamento
térmico, além de reducdo dos custos gerados no processamento térmico de

inativacdo desses componetes.
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A selecao 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 deteccdo 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 selecéo
assistida na populagdo F, oriunda do cruzamento entre as variedades BRS 213 x
BRS 155 e selecionar individuos com auséncia de KTiz atravées do uso de

marcadores especificos.

2. 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).

2.1 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.
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Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetacgao, 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), presenca do indibidor de
tripsina Kunitz, ciclo semi-precoce, crescimento determinado, hilo amarelo, flor
branca, 39,7% de proteina e 19% de teor de Oleo, enquanto a variedade BR 155 (IAS
4(2) X P115740) apresenta teor reduzido do inibidor de tripsina Kunitz, presenca das
enzimas lipoxigenase 1, 2 e 3, ciclo precoce, crescimento determinado, hilo marrom-
claro e flor branca (CARRAO-PANIZZI, 2008).
As sementes F; obtidas foram semeadas em setembro e outubro de

2004 e a geracao F, obtida nos meses de dezembro de 2004 e janeiro de 2005.

2.2 Analise Eletroforética SDS-Page para deteccdo d a proteina KTi3.

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

A eletroforese foi conduzida por cerca de 5 horas al120 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
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R-250 seguida de lavagem com solucdo do acido acético 7.5% acético e solucao de

metanol de 25%.

2.3 Analise Quimica para deteccéo das enzimas lipox igenases

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 apos a reducdo 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

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

2.4 Extracdo de DNA

Apos a realizacdo dos testes de caracterizacdo 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, tampéao de extracdo CTAB 5% em proporcao 4 vezes o tamanho da amostra,
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seguidas por duas extracfes sucessivas em cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),

precipitados em isopropanol, tratados com RNAse e suspendidos em TE.

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.

2.5 Amplificacdo 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 genotipos
parentais 19 marcadores SSR para KTiz e 8 marcadores SSR para Lox 1 e Lox 2
(Tabela 1) localizados respectivamente no grupo de ligagdo A-2 e F no mapa
genético da soja desenvolvido por Cregan et al (1999) a fim de identificar os
marcadores polimorficos ligados aos genes de interesse para validar o uso da

selecédo assistida.

Tabela 1. Marcadores SSR utilizados para amplificacdo de DNA.

Marcador G.L. Iniciador Sequéncia

KTis

Satt 228 A2 Sense 5 - TCATAACGTAAGAGATGGTAAAACT -3
Antisense 5 - CATTATAAGAAAACGTGCTAAAGAG - 3’

Satt 409 A2 Sense 5 - CCTTAGACCATGAATGTCTCGAAGATA-3'
Antisense 5 - CTTAAGGACACGTGGAAGATGACTAC-3’
Sense 5 - GCGACCATCATCTAATCACAATCTACTA-3'

Satt 429 A-2 Antisense 5 - TCCCCATCATTTATCGAAAATAATAATT-3'
Sense 5 - GCGAATGGTTTTTGCTGGAAAGTA-3*

Satt 333 A-2 5 - GCGCAACGACATTTTCACGAAGTT-3’

Antisense



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

Antisense
5 - GCGAAGCCAACACATATAACATTGAAG-3’
5 - GCGGGCAAGGGGACACTACAATAATAC-3’

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

Sense

Satt 347 A-2 Antisense

Antisense
Sense 5 GCGGAACCCTTTATTTGTATCCAACTTAG-3'
Satt 294 A2 Antisense 5 - GCGTGGTGGCACTTTGATTGTAGTA-3’
5 - CGGATTGTGTCCTTTGTTGTTATTAT-3'
Satt 455 A-2 sense 5 - ACCTCGCACACAATTTGAGTC-3'
Antisense
Sutt 133 Ao Sense 5 - GCAAATGAAGAAAAGATGGATT-3'
att - Antisense 5 - TAAAGCGATGGTTGAAGAAAG-3
Sense 5 - GCGGGACTTAGGAGTCTAGTATTA-3’
Sat 138 A-2 Antisense 5 - GGGAACAGGGATTTAGGACGAGAA-3’

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

Antisense
5 - GTTCTAGTTCTTCTTTTCACTTG-3’

Sense
Sat 040 A2 Antisense 5 - TTGTCATCAAATATCATCCATTT-3
Satt 470 Ao Sense 5 - GACCATTATGCTTTTTCTCTTT-3’
a - Antisense 5 - CTTTATCCTCCTCCATTAGTTCTA-3
5 - GCGTTTACAGGACCAGGAACTTTTT-3'
Satt 377 A-2 Sense : :
Antisense 5 - GCGGGCCAATGGAACTTAGTCTTTTTA-3
Sense 5 GCGGTGGGGACCGGAGGAGTATAATAAT-3’
Sat 378 A-2 Antisense 5 - GCGTGAAGGCTAATAATATAGGCATGG-3'
5 -GCGTGAGCAATACATTTTCTGTAAAAAAAAA-3’
Satt 707 A-2 Sense : :
Antisense 5 - GCGATAGCATATTAAATGAATCTCTGACTTT-3
5 - GCGAAAGGTCGAGAAAATGAAATG-3'
Satt 382 A-2 Sense 5 - GCGTTTGCCTTGTTGGTGACTTG-3’
Antisense
Sutt 41 o Sense 5 - CAAAGCTTCTTCTTCTTCT-3’
a - Antisense 5 - CACAGGTTGAGACAAAACAAA-3
Lox 1 Lox 2
5 - CTCGCTGCTACTGGTC-3'
Sat 090 F Sense 5 - AAGAATGCGTTGGATTTA-3’
Antisense
Sense 5 - GGGTGAGAAATACATGCAACTTACA-3'
Sat 074 F Antisense 5 - GGGCATCAAAATTGATATTAAATGTCTAA-3'
Sense 5 - GCGATATGCTTTGTAAGAAAATTA-3’
Satt 554 F Antisense 5 - GCGCAAGCCCAAATATTACAAATT-3

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

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

Sense 5 - GCGTACTAAAAATGGCAATTATTTGTTG-3'
Satt 656 F 5 - GCGTGTTTCAGTATTTGGATAATAGAAT-3’

Antisense
5 - GCGAATATGGCGTTGAAAATAGTGAT-3’
5 - GCGACCCAGATTCTGTGCTAAGA-3’

5 - CGCGCTAGTTGAATGAATGT-3

Sense , ,
Satt 395 F Antisense 5 - GCGCATTGAGGAATTTTTTAT-3

= Sense

Sat 417 .
Antisense
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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.

As reacdes de amplificacdo foram compostas de uma mistura de
reacao a um volume de 10 pl contendo 50 ng do DNA gendémico, 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. Condicao geral de amplificacdo dos marcadores.

Denaturagéo 35 ciclos Terminacéo
inicial Denaturagdo 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 solucdo tampéo 1X Tris-HCI . O gel foi corado com
brometo de etidio (0.2 g/mL) e fotografado sob luz ultravioleta para visualizacao e

analise das bandas de DNA.
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2.6 Analise estatistica

Para a analise das ligacbes foi realizada a caracterizacédo
genotipica através dos individuos para os marcadores SSR e construida uma matriz
de dados para a construcdo do mapa genéetico.

A andlise de segregacdo de cada marcador molecular e dos
marcadores fenotipicos assim como os calculos da frequiéncia de recombinacéo e a
construcdo do mapa genético foi realizada com o auxilio do programa GQMOL,
versdo 2006.9.1 (Cruz e Schuster, 2006). O agrupamento dos marcadores foi
realizado utilizando valor limite de deteccédo (LOD) de 3,0 e utilizando a distancia de
Kossambi para a conversédo da freqiiéncia de recombinagéo para distancia fisica em

centimorgans (cM).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliacdo fenotipica da segregacdo do inibidor de tripsina KTis
presente nas sementes foi realizada nos 93 individuos da populacdo 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 segregacéo se ajusta a
proporcéo esperada de 3:1 com um valor de qui-quadrado n&o significativo a 1% de
probabilidade (Tabela 3), confirmando a presenca de um gene independente com o
alelo que confere a presenca de KTiz dominante ao alelo recessivo kti-kti que confere

a reducao da proteina no embrido.
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Figura 1. Padrdo de segregacdao fenotipica realizada através de analise eletroforética
SDS-PAGE para deteccdo de auséncia e presenca de KTiz nas sementes da
populacédo 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 presenca de
KTis, enquanto os parentais BRS 155 e os individuos 4, 6, 7 e 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 avaliacdo fenotipica da segregacédo de Lox 1, Lox 2 e Lox 3
presentes nas sementes indicou 69 individuos com a presenca das enzimas

Lipoxigenase 1 e 2 e 24 individuos com auséncia das mesmas e 71 individuos com

presenca e 22 individuos com auséncia de Lipoxigenase 3 (Figura 2) .
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Figura 2. Teste colorimétrico de deteccao 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 1e 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 segregacdo fenotipica observada se ajusta a proporcao
esperada de 3:1 para Lox 1 e Lox 2, assim como para Lox 3, com valores de qui-
guadrado néo significativo a 1% de probabilidade, indicando a presenca da forte
ligacdo entre Lox 1 e Lox 2 e segregacao independente de Lox 3 (Tabela 3).

Embora os dois testes de caracterizacdo fenotipica realizados,
SDS-PAGE e teste colorimétricos tenham sido eficientes na deteccdo de
polimorfismo, conferindo rapidez e facilidade de execucao ndo € possivel detectar os
individuos heterozigotos. Por essa razdo o emprego da selecdo assistida por

marcadores moleculares se torna uma boa ferramenta de trabalho, pois a
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possibilidade de identificacdo dos individuos heterozigotos aumenta a rapidez na
selecdo de material com a diminuicdo dos ciclos de selecdo, como nos casos de

introgresséo de genes por retrocruzamentos.

Tabela 3. Valorores de Qui-quadrado para andlise da segregacdo fenotipica para
presenca e auséncia de KTi e das Lipoxigenases 1 e 2 na populacdo F, do
cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

b

Genes N @ Observado Esperado °© Qui-quadrado °
KTi 93 70: 23 31 0,004 "
Lox 1le?2 93 69: 24 31 0,032"
Lox 3 93 71: 22 3:1 0,896

#Namero total de individuos avaliados
b Segregacao observada na populacdo
¢ 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 0s
individuos da populacdo segregante (Figura 3). O baixo polimorfismo encontrado
pode ser explicado possivelmente por uma baixa divergéncia genética entre as

variedades parentais.
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Figura 3. PadrOes 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 populacéo segregante F,.
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A partir das andlises genotipicas da populacédo F, de cada marcador
microssatélite analisado foi construido um mapa genético de ligacdo do gene KTis. O
gene foi mapeado no grupo de ligacdo A-2 da soja (Cregan et al., 1999) e a ordem
dos marcadores moleculares no grupo de ligacdo formado coincidiu com a ordem
dos mesmos no mapa consenso, entre 0s marcadores Satt 409 e Satt 228, a uma

distancia de 17,48 cM do marcador Satt 409 e 29,64 cM do marcador Sat228

(Figura 4).
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1491 |Brg5_1
1511 1T Brigi2a_1
1541 1T Swit22
17.3 — 1553 1 L144_1
157311
— Satt 420 158.4 1 Sut_347
1596 T Switsm
1620 1 Switdz=

165.7 - Switim

Figura 4. Mapa de ligac&o da regido gendmica contendo o gene KTiz. A esquerda, o
grupo de ligagcao obtido com a populacéao F, do cruzamento entre as cultivares BRS
213 e BRS 155. A direita, parte do grupo de ligacdo A-2 do mapa consenso da soja.
Em cada figura, os nomes dos marcadores ou do gene estdo indicados a direita do
grupo de ligacdo. No grupo de ligagdo da esquerda, as distancias entre os
marcadores ou entre os marcadores e o gene KTiz, em cM (funcdo de Kosambi)
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estdo indicadas a esquerda da figura. No grupo de ligacdo 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 ligacdo do marcador Satt 228 a KTis, sendo este ligado a 0 cM para uma de
suas populacdes as distancias dos marcadores utilizados neste trabalho ao gene
KTiz; sdo consideradas grandes o que segundo Mohan et al (1997) resulta em baixa
eficiéncia na realizacdo da selecdo assistida, pois pode levar a ocorréncia de
“crossing-over” entre 0 marcador e o gene. Isso resulta em uma alta porcentagem de
diagndsticos 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, ndo estdo segregando de maneira esperada de 3:1 e o0s
marcadores Satt 429, Satt 228 e Satt 333 apesar ndo apresentarem X? significativo
apresentaram baixos valores de probabilidade, evidenciando problemas de
segregacao na populacdo em estudo, podendo ser observados pela maior freqiiéncia
de individuos homozigotos dominantes e menor frequéncia de individuos
heterozigotos (Tabela 3). Reinprecht et al. (2006) e Nodari et al. (1993) relataram que
o tamanho reduzido da populacdo pode afetar a transmissdo do carater, sendo as

regides ndo acessadas do genoma possiveis causas das distor¢cdes na segregacao.
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Tabela 3. Analise de segregacdo fenotipica da presenca/ auséncia de KTi e da
segregacao genotipica dos marcadores testados na populacdo F, derivada do
cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

Probabilidade

Marcador N?  Observado®  Esperado®  Qui-quadrado %

KTis 93 70: 23 31 0,004 95,2
Satt 429 88 28:38:22 1:2:1 2,45 29,3
Satt 409 86 28:46:12 1:2:1 6,37* 4,1*
Satt 228 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*

#Namero total de individuos avaliados

b Segregacao observada na populacdo

¢ Segregacao esperada

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

Apesar de o marcador especifico ser dominante foi possivel
identificar os individuos heterozigotos atraveés 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
identificados na populagdo em estudo 38 individuos heterozigotos e 22 individuos
homozigotos recessivos, 0 que comprova que para o gene KTiz a populacdo nao
segrega na proporcao 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 seqtiéncia do alelo recessivo que

codifica para auséncia de KTi nos grdos o marcador amplifica diretamente a regido

codante. (Figura 5).
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F‘igura 5. Padrbes de segregacdo de fragmentos de DNA para o marcador especifico

nos parentais P; (BRS213) e P, (BRS 155) e na populacdo segregante F,, onde
observa-se amplificagdo das bandas nos individuos que possuem o alelo recessivo.

A identificacdo de individuos heterozigotos é de grande

importancia nos programas de melhoramento, pois pode contribuir com a reducéo no
namero de retrocruzamentos em programas de obtencao de variedades melhoradas.

Dos 8 marcadores SSR testados para Lox 1 e Lox 2 apenas 0s

marcadores Sat 090 e Satt 417 foram polimérficos e ligados aos genes que

codificam para lipoxigenase 1 e 2, confirmando a localizacdo no grupo de ligacdo 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 populacdo
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 ligacao. A
obtencéo da ligagdo com o Satt 417 nos permitiu uma maior aproximacao dos genes,

0 que resulta numa maior eficiéncia na realizacédo da selecao assistida.
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Figura 7. Mapa de ligac&o da regido genémica contendo os genes Lox 1 e Lox 2. A
esquerda, o grupo de ligacdo obtido com a populacdo F, do cruzamento entre as
cultivares BRS 213 e BRS 155. A direita, parte do grupo de ligacdo F do mapa
consenso da soja. Em cada figura, os homes dos marcadores ou do gene estdo
indicados a direita do grupo de ligagdo. No grupo de ligacdo da esquerda, as
distancias entre os marcadores ou entre os marcadores e o gene KTi, em cM (funcéo
de Kosambi) estéo indicadas a esquerda da figura. No grupo de ligacdo da direita, os
valores a esquerda da figura indicam as distancias genéticas cumulativas.

Para os genes Lox 1 e Lox 2 a segregacao genotipica dos
marcadores ocorreram na proporcdo esperada de 1:2:1, apresentando valor de X2
ndo 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 presenca/ auséncia de L -1 e L-2 e da
segregacao genotipica dos marcadores testados na populacdo F, derivada do

cruzamento entre as variedades BRS 213 e BRS 155.

Marcador N° Observado Esperado X 2 Probabilidade
L1-L2 93 69:24 31 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 — N&o significativo a 1% para o teste de Qui-quadrado.

4. Conclusbes

Os marcadores de microssatélite Sat 090 e Satt 417 para Lox 1 e

Lox 2, presentes no grupo de ligacdo 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, sdo eficientes para a sele¢cdo assistida por marcadores

moleculares em programas de melhoramento genético de soja.
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Artigo B

Expresséao transitéria de genes identificados em frac oes
cromoplasticas obtidos por fracionamento celular em
tomate ( Lycopersicon esculentum Mill. ).
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RESUMO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) € uma das mais importantes hortalicas
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 carotenoides, lipidios e aminoéacidos, é considerado
um importante mecanismo de sintese desses componentes, acredita-se que a
localizacdo dessas proteinas nos plastidios poderia catalisar a formagdo desses
compostos. O objetivo desse trabalho foi realizar a localizagdo sub-celular das
proteinas Ras — GTP de ligacdo, Adenilato quinase e Anidrase Carbonica
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 n&do apresentaram localizacdo
plastidial quando submetidas a analises de suas sequéncias pelos programas de
bioinformatica de predicdo Predotar e Target P. Através da realizagdo de
construcdes GFP (Green Fluorescent protein) pelo Sistema GATEWAY® de
recombinacdo e andlise de microscopia de fluorescéncia foi verificada a expressao
transitéria dessas proteinas em protoplastos de tabaco. As constru¢cdes GPF e a
marcacdo da fracdo cloroplastica dos protoplastos pela proteina de fluorescéncia
RFP (Red fluorescent protein) nos permitiram localizar a nivel sub-celular as
proteinas. A proteina adenilato quinase esta localizada nos cloroplastos embora néo
seja predita como cloroplastica pelos preditores Predotar e Target P, ao contrario das
proteinas GTP de ligagdo e Anidrase carbdnica que apresentaram expressao
citoplasmatica confirmaram a localizag&o citoplasmatica como prevista na analise in
silico.

Palavras chave: Lycopersicon esculentum, Formacéao de aromas, Localizag&o sub-
celular, Sistema de recombinacdo GATEWAY®.
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ABSTRACT

The tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is one of the most important vegetable
produced in the world. The increase in fruit quality brings an increase in consumer
acceptability once the quality of the tomato is related to characteristics such as good
appearance, texture, taste and aroma. The tomato is known for having a great
amount of volatile and non-volatile components which determine fruit quality. The
secondary metabolism, derived from several precursors, including carotenoids, lipids,
and amino acids, is considered an important synthesis mechanism of these
components , and it is believed that the plastidial localization of these proteins could
catalyze the development of these components. The objective of this work was to
realize the sub-cellular localization of Ras — GTP binding proteins, Adenylate kinase
and Carbonic Anhydrase, corresponding to the SGN-U312494, SGN-U313920 and
SGN-U313920 genes, which although isolated from a chromoplastic fraction of the
fruit during the over ripening stadia , i.e., completely ripe, showed no plastidial
localization when submitted to a sequence analysis by Predotar-Prediction and
Target P. bioinformatics programs. GFP constructions by the GATEWAY® System
of recombination and microscopy analysis of fluorescence showed the transitory
expression of these proteins in tobacco protoplasts. The GFP constructions and the
chloroplastic fraction determination in the protoplasts by the RFP fluorescence protein
helped locate the sub-cellular level of the proteins. The adenylate kynase protein is
located in the chloroplasts although not predicted as chloroplastic by the Predotar and
Target P predictors , as opposed to the GTP binding proteins and the carbonic
anhydrase which showed cytoplastic expression, confirming the cytoplasmic
localization as predicted by the in silico analysis.

Key words : Lycopersicon esculentum, Aroma formation, sub-cellular localization,
GATEWAY ® recombination system.
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1. Introducéo

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) € uma das mais
importantes hortalicas produzidas no mundo, sendo consumida na dieta alimentar
como fonte de vitaminas e minerais na forma in natura e industrializado. Sua
producdo mundial em 2004 foi de aproximadamente 116 milhdes de toneladas. Em
2005 o Brasil ficou em oitavo lugar com uma producédo de 3.394.677 toneladas,
cultivada em aproximadamente 57.500 ha (FAO, 2005).

Em funcdo do aumento de qualidade dos frutos de tomate houve
uma tendéncia ao aumento do grau de aceitabilidade pelos consumidores, sendo que
a qualidade do tomate esta relacionada a atributos fisicos e sensoriais, como boa
aparéncia, firmeza, grau de suculéncia, espessura da polpa, textura oral, sabor,
aromas, entre outros (FERREIRA et al, 2003).

Neste contexto os programas de melhoramento genético tém
contribuido para o progresso da cultura do tomate, buscando-se o desenvolvimento
de cultivares mais adaptados as condi¢des climéaticas das principais regifes de
cultivo, resisténcia a doencas e pragas, melhoria de caracteristicas agronémicas e
indUstrias, adaptacdo a colheita mecanizada, maior teor de compostos fendlicos,
aromas e vitaminas, maior qualidade nutracéutica como maior teor de, licopeno e
carotenoides que segundo resultados de estudos epidemiologicos conduzidos na
Unido Européia e nos EUA tém sugerido a existéncia de propriedades antioxidantes
gue séo capazes de prevenir diversos tipos de cancer, doencas cardiovasculares e

degenerativas (MELO e VILELA, 2005).
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Sabe-se que o tomate possui grande quantidade de componentes
volateis e ndo volateis responsaveis pela qualidade dos frutos, tais como sabor e
aroma. O metabolismo secundario, derivado de varios precursores, incluindo os
carotenoides, lipidios e aminoacidos, € considerado um importante mecanismo de
sintese desses componentes. Os mecanismos envolvidos na acumulagdo desses
metabolitos ainda n&do sdo bem esclarecidos e acredita-se que além dos
carotenoides que desempenham um papel de precursores para muitos desses
compostos, a localizacdo nos plastidios de certas enzimas poderiam catalisar a
formacéo desses compostos a partir de acidos graxos (TIEMAN et al, 2006; SIMKIN
et al, 2005).

Nesse contexto, em trabalhos precedentes com o intuito de melhor
estudar esses mecanismos foram identificadas proteinas isoladas a partir da fracao
cromoplasticas de tomate através de fracionamento celular. No entanto é sabido que
nas etapas de purificacdo de organelas pode ocorrer contaminacdo, havendo a
necessidade de confirmar se realmente estas proteinas sédo realmente plastidiais.

Muitas proteinas possuem precursores com extensfes amino-
terminais denominados de peptideos de transito com a finalidade de direcionar a
proteina poés-transcrita para seus enderecamentos finais, sendo esses terminais
removidos apdés a entrada da proteina na organela (JARVIS, 2008). No entanto
segundo Kleffmann et al (2004) mais de 20% das proteinas cloroplasticas
identificadas em seu estudo com Arabdopsis Thaliana foram provenientes de genes
sem essa sequéncia codificadora para o peptideo de enderegcamento plastidial.

Ainda ndo sado bem esclarecidos 0s mecanismos de

enderecamento dos peptideos de transito, embora se evidencie a saida de muitas
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proteinas pelos envelopes membranarios e enderecamento a novas rotas de
importacdo como através de vesiculas de secrecdo e a presenca seqiéncias de
enderecamento bipartido (JARVIS, 2008).

Desse modo, preditores de bioinformatica constituem-se numa
importante ferramenta que associada ao uso da técnica de localizagdo sub-celular da
expressdo transitéria de genes fusionados a GFP (Green Fluorescent Protein)
constituem num meio eficaz de confirmacdo do enderecamento das proteinas em
estudo.

O objetivo desse trabalho foi realizar a localizagdo sub-celular das
proteinas Ras — GTP de ligacdo, Adenilato quinase e Anidrase Carbonica
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 n&o apresentaram localizacao
plastidial quando submetidas a analises em silico com o auxilio dos programas

Predotar (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html) e Target P

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ ).

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratoire de Genomique et
Biotechnologie des Fruis pertencente & ENSAT (Ecole National Superieur
d’Agronomie de Toulouse, Franca) a partir da parceria com o Programa de Pos

Graduacdo em Agronomia da Universidade Estadual de Londrina.
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2.1 Material Vegetal

O cultivar de tomate utilizado nesse estudo foi o Micro-Tom
(Lycopersicon esculentum var. Micro-Tom), linhagem selvagem. Estas plantas foram
cultivadas em substrato MS/2 (Duchefa) em fitotron com a adicdo semanal de
solucédo nutritiva (Max Plant Tomato®), nas condi¢fes de 14 horas de luminosidade e
8 horas de obscuridade, temperatura 25/20C dia e n oite respectivamente e 70% de
umidade relativa.

Para a obtencdo dos genes foram realizadas extracbes de RNAs
totais, precedida da sintese de cDNA, amplificacdo dos genes, clonagem em sistema

GATEWAY® e sequenciamento para a confirmacao.

2.2 Extracdo dos RNAs totais dos frutos

Foram extraidos os RNAs totais de frutos em cinco estadios de
maturacao (Figura 1), denominados de IMG (Imature Green — Verde imaturo), MG
(Mature Green — Verde maduro), B (Breaker — Mudando de verde para vermelho),

B+3 (Breaker + 3 dias) e B+10 (Breaker + 10 dias).

] MG B E+i B+

Figura 1. Estadios de maturacdo dos frutos de tomate utilizados na extracéo
dos RNAs totais.
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ApOGs a retirada das sementes os tomates foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido. Cada amostra foi macerada e cerca de 5g foram
utilizadas para extracdo dos RNAs totais pelo método de extragédo fenol-cloroformio
seguido de CTAB e tratamento com DNase (JONES et al, 2002). Para determinar a
concentracdo e a integridade dos RNAs. As amostras foram quantificadas em
espectrofotbmetro a uma densidade Optica de 280nm e avaliadas quanto a pureza
através da verificacdo da relacdo 260/280 com valores entre 1,8 e 2. A eletroforese
foi realizada em gel de agarose 1,8% a 50V por 20 min e 100V por mais 20 min e 0s
produtos visualizados através de coloracdo com brometo de etidio, apresentando

nitidez nas bandas.

2.3 Obtencédo do cDNA

Os cDNAs das amostras foram preparados pelo Kit de reacéao
Transcriptase Reverse Omniscript® e a verificacdo da qualidade foi realizada através
de uma reacdo de PCR com iniciadores do gene constitutivo da ubiquitina. As
reacdes de amplificacdo foram compostas de uma mistura de reacdo a um volume
de 25 pl contendo 1 pg do cDNA, 5 ul do tampéo 5 x Gold HF, 10 uM de dNTP, 0.5
MM de cada iniciador e 0.02 U/ul unidade de Gold TAq polimerase, sendo as

condicOes gerais de PCR utilizadas apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Condicdes gerais de amplificacdo para teste da qualidade dos cDNAs
obtidos.

Denaturacgéo 25 ciclos Final da
Inicial denaturacdo anelamento Elongacéo Elongacéao
94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C 15°C
5 min 0 :30 min 0 :30 min 2 min rilon fim

2.4 Escolha dos genes para o estudo e desenvolvimen  to dos iniciadores

A partir de uma extracdo de proteinas da fracdo cloroplastica
foram identificadas 2400 proteinas das quais, aproximadamente 700 conheciam as
funcbes e localizagbes sub-celulares. Das aproximadamente 1700 proteinas
restantes foram selecionadas ao acaso para estudo as proteinas codificadas pelos
genes SGN-U312494, SGN-U313920 e SGN-U313920 (Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas escolhidos para estudo de localizacdo sub-celular através de

construcdes GFP. Estdo apresentados seus coédigos SGN-U, homologia em
Arabidopsis taliana e suas funcoes .

Prot. Unigene Homologiea Funcéo Localizagdo Sub-
Lycopersicon em celular através dos
esculentum Arabdopsis preditores Predotar e

taliana Target P
1 SGN-U312494 AT5G59840 Sinalizagéo Citosol
2 SGN-U313920 AT5G50370 Metabolismo de Nucleotidios Citosol
3 SGN-U313592 AT1G70410  Envolvimento no Ciclo de Citosol

Krebs

As sequéncias dos genes foram obtidas na base de dados das

solanaceas SOL (http://www.sgn.cornell.edu/) e submetidas a um Blast NT® na base

de dados da Arabidopsis taliana (http://www.arabidopsis.org/Blast). A partir das
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andlises das sequéncias, os iniciadores foram desenhados, um comeg¢ando no codon
inicial (metionina) e o outro correspondente a regiado COOH terminal, excluindo o
codon de terminacéo (stop) (Tabela 3).

Tabela 3. Tamanho dos genes e seqiéncias dos iniciadores Sense e Anti- Sense de
cada clone, comegando na metionina e terminando antes do codon de terminacao.

Prot Fragmento Iniciador Forward Iniciador Reverse
1 648 pb 5ATGGCTGCTCCACCTGCTAG SAACCACAGCAAGCTGATTTTT
AGCTCGTGCC 3 GGGCAGAS
2 729pb  BATGGCTGCTTCATTAGAAGA  5’AAGACAACACATGTTTAACCT
TGTTCCTTCA 3’ CAGAAGT3’
3 768pb 5 ATGACTTTATTT 5'GTGCAACAGAAGGAGTAAGTT

TCTACCAGTCGAGAGGTT & TGAAGTC3

2.5 Amplificacdo dos genes

Para amplificar os genes foi utilizada a mistura equimolar dos
cDNAs de cada estadio de maturacéo. As reacdoes de PCR foram realizadas com a
enzima Phusion® Taq polimerase. As reacdes de amplificacdo foram compostas de
uma mistura de reacdo a um volume de 20 pl contendo 1 pl da mistura dos cDNAs
dos cinco estadios de maturacéo, 5 pl do tampéo 5 x Phusion®. HF, 10 uM de dNTP,
0.5 uM de cada iniciador e 0.04u unidade de Phusion TAg polimerase, sendo as
condicbes gerais de PCR utilizadas apresentadas na tabela 4. Os produtos de
amplificacdo obtidos foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1,2%

durante 40 minutos a 100V e visualizadas depois de coradas com brometo de etidio.
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Tabela 4. Condigbes gerais de amplificacdo dos genes para clonagem em Sistema
Gateway®.

Denaturacéo 35 Ciclos Final da
Inicial Denaturagdo anelamento elongacéo elongacao
98 °C 98 °C 55°C 72 °C 72°C 15°C
0 :30 min 0:10 min 0 :30 min 2 min 10 min fim

2.6 Clonagem pelo Sistema Gateway ®

Essa tecnologia, descrita por Hartley et al. (2000) permite transferir
um segmento de DNA (cDNAs, fragmentos gendmicos e fragmentos de PCR) dentro
de diversos vetores, sendo uma importantetante ferramenta para o estudo da
expressao de proteinas e andlises das funcbes génicas. Gragas a esse sistema de
recombinacéo, pode-se transferir fragmentos entre os vetores que contém o sitio de
recombinacdo A mantendo suas orientacdes de leitura. Para a clonagem dos cDNAs
pelo sistema de recombinacdo GATEWAY®, a primeira etapa consiste na adicdo das

extremidades attB.

2.6.1 Adicdo das extremidades attB aos produtos de PCR obtidos.

A sequéncia terminal 5’- attB é considerada um eficiente sitio de
recombinagdo com o vetor Donor que, pela mediacdo da enzima BP clonase produz
o clone inteiro do produto de PCR. Os produtos obtidos para cada gene através da
primeira amplificacdo com os iniciadores especificos foram submetidos a uma
segunda reacédo de PCR com os iniciadores attB1l e attB2 para a amplificacdo das

extremidades.
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Sequéncias dos iniciadores attB :
- attB1 :
5- GGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-AAA -GCA-GGC6TNN - (gene de interesse) - 3’
- attB2 :
5-GGGG-AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-GTN - (gene de interesse) - 3’
As reagbes de PCR foram realizadas nas mesmas condigOes
apresentadas na primeira amplificacdo. A partir dos produtos dessa reacdo foram

realizadas as reacdes com BP clonase.

2.6.2 BP Clonase

Na reacdo BP os produtos de PCR que contém as extremidades
attB recombinam com o vetor Donor que contém os sitios attP, resulta na formacao

do clone inteiro flanqueados pelos sitios attL (Figura 4).

E:F'essi:n Clone
1 B
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Figura 4 . Sistema GATEWAY®: Reacao BP Clonase.
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Os genes para as trés proteinas foram clonados no vetor pDonor
207 (Figura 5) através da reacdo BP clonase, kit Invitrogen®. Células DH5 a
(Escherichia coli) foram transformadas com esses clones por choque térmico e
selecionadas em placas de petri contendo Gentamicina (10ug/ml). As col6nias
resistentes a gentamicina obtidas sobre o meio seletivo foram submetidas a

screening para confirmar a insercao do fragmento.

pBR3IZZ_origin rrnB_TZ2_terminator
rrnB_T1_terminator
Hpal 306

Apal 329

attll

attP

atiRE

attR1

ORF

Fagl 4484 ccdB
Gmal 1160

PDONR207
9585 bp

gent
BglII 3743
EcoRY 3551

ORF
BamHI 1594

Scal 1634
Necol 1746
CAT s CamR

EcoRI Z047

attRz
attRl
attP
Hrul 2950 attlz

Figura 5. Vetor pDONR 207

Cada colonia isolada foi submetida a uma reagdo de PCR com
os iniciadores ainti-sense do plasmidio PDonor 207 e o inicador sense de cada gene.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 0.8%
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(m/V) durante 30 minutos a 100V e visualizados ap0s coloracdo com brometo de
etidio. As coldnias contendo os clones previstos foram postas em cultura em meio
seletivo LB liquido com gentamicina (10ug/ml) para a realizagdo do isolamento dos
plasmidios.

A purificagdo dos plasmidios foi realizada com o auxilio do kit
Miniprep Promega®. Os plasmidios isolados foram quantificados por anélise

espectrofotométrica a 260/nm.

2.6.3 Sequenciamento do DNA Plasmidial

Para confirmar a insercdo do gene, os plasmidios foram submetidos
a uma reacao de sequénciamento de DNA. Foi utilizado o Kit BigDye® Terminator,
em sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems).

Os resultados do sequenciamento foram analisados com a ajuda do
prograna Vector NIC®, pela comparacao das sequiéncias obtidas, as sequéncias dos
genes disponiveis no banco de dados das solandceas  SOL

(http://www.sgn.cornell.edu/) e as sequéncias do vetor PDonor 207.
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2.6.4 LR clonase

A reacdo LR clonase se caracteriza por produzir um clone de
expressao gracas a recombinacéo entre os sitios attL do clone inteiro obtido pela BP

clonase e attR do vetor de destino (Figura 6).

Apfh
& e “Destination Wﬂtﬂr‘ /)
R R

2

\ &/

Transform E. colf and Combining L x R
select Ap? transtormants | gives B and P

>80-99% correct clones

Figura 6. Reacéo LR clonase.

Os plasmidios com a insercdo correta dos genes foram
submetidos a reacdo LR clonase com o vetor pMDC83 (Figura 7), que contém 0s
genes de resisténcia aos antibidticos kanamicina e clorofenicol e o gene codificador
da proteina de fluorescéncia GFP. As células DH5 a (Escherichia coli) foram
transformadas com o clone de expressdao por choque térmico utilizando o kit LR

kanamicina e clorofenicol (10ug/ml).
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Figura 7 . Vetor pMDC83

BN

Cada colbnia isolada foi submetida & reacdo de PCR para
confirmar a insercdo do fragmento. O procedimento adotado foi 0 mesmo realizado
na confirmagédo dos fragmentos da BP clonase, exceto pelos iniciadores utilizados
gue nesse caso sdo os iniciadores sense e anti-sense de cada gene. As col6nias
selecionadas foram colocadas em cultura em meio liquido LB com os antibioticos
kanamicina e clorofenicol (10pg/ml) para a purificacdo dos plasmidios realizada pela
utilizacdo kit Midiprep Promega®. A qualidade e concentragdo dos plasmidios foram

analisadas em espectrofotdbmetro a uma relagéo 260/280 nm.
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2.7 Expressao em Protoplasto.

As construcdes dos genes codificadores das trés proteinas e o
tratamento controle com o promotor 35S foram clonados na extremidade C-terminal
juntamente com as sequéncias do gene da proteina de fluorescéncia GFP (Green
Fluorescent Protein) no vetor pMDC83 (HELLENS et al, 2000). A regido cloroplastica
foi marcada com e com a proteina de fluorescéncia RFP (Red Fluorescent Protein).
Os protoplastos usados na transformacéo foram obtidos das células BY-2 de tabaco
(Nicotiana tabacum) cultivadas em suspensédo de acordo com o método descrito por
Leclercq et al (2005). Os protoplastos foram transformados pelo método glicol do
polietileno glicol descrito por Abel et al (1995) e modificado por Leclercq et al. (2005),
na qual a suspensado de protoplasto € transformada e incubada por 16 h a 25°C, e

posteriormente analisada em microscopia confocal.

3. Resultados e discussdes

A amplificacdo dos genes SGN-U312494, SGN-U313592 e SGN-
U313920 a partir da mistura de cDNA dos diferentes estadios de maturacdo, assim
como a adicdo das extremidades attB que constituem-se no sitio de reacdo para
ocorréncia da clonagem intermediada pela BP closase do Sistema Gateway® foi
realizada com sucesso. As bandas obtidas foram posicionadas préximas a posi¢ao

de 750 pb do marcador de peso de 1 Kb, concordando com os tamanhos esperados
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de 648 pb, 729 pb e 768 pb respectivamente obtidos na base de dados de

sequenciamento de tomate Sol.

Primeira amplificacdo dos genes

T50 ph

SNl =

g

Figura 8. Amplificacdo dos genes 1 (SGN-U312494), 2 (SGN-U313920) e 3 (SGN-
U313920) e adicao dos terminais attB aos produtos de PCR de cada gene.

ApOs a realizacdo das reacdes BP clonase e transformacdo das
células competentes DH5 a (Escherichia coli) foi confirmada a insercdo do clone pelo
crescimento das col6nias em meio seletivo (Figura 9) e pelo sequenciamento do

DNA plasmidial (dados néao apresentados).
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Figura 9. Células transformadas (Escherichia coli) em meio de cultura seletivo
contendo o antibiotico gentamicina.

Através do sistema LR clonase obteve-se os genes SGN-
U312494, SGN-U313920 e SGN-U313592 fusionados & GFP no vetor de
transformacdo pMDC83 com resisténcia a kanamicina e ao clorofenicol. Os
plasmidios purificados contendo esses insertos foram utilizados para transformar as
células de tabaco By -2, permitindo através da andlise microscopica de fluorescéncia
verificar a expressao sub-celular de cada proteina.

Para confirmar a eficiéncia da técnica de localizacdo sub-celular
através das constru¢cdes GFP foi utilizado como controle um vetor contendo o
promotor 35S do virus do mosaico da couve flor. A andlise dessas células
transformadas apenas com GFP indicou fluorescéncia em toda a célula, confirmando
a expressao constitutiva desse gene (Figura 10 A).

As expressoes transitdrias das proteinas Ras — GTP ligante (SGN-
U312494), importante na sinalizacdo intracelular, e da proteina Anidrase carbdnica

putativa (SGN-U313592), importante no transporte celular de CO; (figuras 10 B e 10

D) foram localizadas na regido citoplasmatica, pois se observa a fluorescéncia em
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toda a célula. Esses resultados sugerem uma possivel contaminagéo na extracdo da
fracdo cromoplatica, ou ainda, uma baixa especificidade de reconhecimento uma vez
gue os genes em estudo pertencem ao tomate e as células transformadas sédo de
tabaco.

J& a construgcdo contendo a proteina adenilato quinase (SGN-
U313920), foi claramente direcionada para a regido cloroplastica marcada por RFP
(figura 10 C), o que confirma seu envolvimento nos processos desencadeados pelos
cloroplastos, uma vez que segundo as informacdes encontradas banco de dados
SOL sua funcéo esta relaciacionada com fosfotransferases, producdo de ATP e
metabolismo de nucleotideos, sendo uma possivel proteina candidata a novos
estudos para verificagdo de envolvimento com os mecanismos de formacdo de

compostos volateis.
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Figura 10. Localizagdo subcelular das construgcbes GFP com as proteinas SGN-
U312494, SGN-U313920 e SGN-U313592. As proteinas foram transitoriamente
expressas nos protoplastos das células BY-2 de tabaco, sendo suas localizagbes
analisadas por microscopia confocal. (A) Controle com a constru¢cdo GFP, RFP e o
promotor 35S. (B) Construcdo GFP, RFP e o gene SGN-U312494. (C) Construcao
GFP, RFP e o gene SGN-U313920. (D) Construcao GFP, RFP e o gene SGN-
U313592.



77

Esses resultados indicaram que a analise em silico ndo foi
suficiente para deduzir a localizacdo sub-celular, por exemplo, o gene SGN-U
313920 que ndo possui peptideo de enderecamento ndo foi predita como uma
proteina plastidial pelos dois programas utilizados. No entanto, pela técnica de GFP
foi possivel verificar que a proteina € enderecada aos cloroplastos, indicando que ha
outra via de transporte sem necessariamente ter o peptideo sinal de transito para o
cloroplasto. Nos demais casos o teste de GFP confirmou as predi¢cdes feitas por

Predotar e TArget P.

CONCLUSOES

A proteina Adenilato quinase esta localizada nos cloroplastos
embora ndo seja predita como cloroplastica, ao contrario das proteinas GTP de

ligacdo e Anidrase carbbnica que confirmaram os resultados da analise em silico.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Turismo
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