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RESUMO 

 

BUENO, Rafael Delmond, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 2012. 
Identificação de marcadores SNP em genes candidatos associados ao conteúdo e 
qualidade do óleo de soja. Orientador: Maurílio Alves Moreira. Coorientadores: 
Everaldo Gonçalves de Barros e Pedro Ivo Vieira Good God. 

 

O desenvolvimento de cultivares produtivas com incremento significativo no teor de 

proteína e/ou de óleo, bem como melhorar a composição de ácidos graxos na fração 

óleo, está entre os principais objetivos dos programas de melhoramento genético de 

soja. A identificação e validação de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 

em regiões gênicas associadas a essas características e o seu emprego na seleção 

assistida por marcadores moleculares (SAM), representa uma poderosa ferramenta para 

o melhoramento genético da soja, no sentido de aumentar a eficiência e proporcionar 

maiores ganhos genéticos. O objetivo deste trabalho foi identificar SNP em regiões 

gênicas associadas ao conteúdo e a qualidade do óleo em genótipos contrastantes do 

banco de germoplasma do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja da UFV e 

validar os polimorfismos como marcadores moleculares em populações segregantes e 

RILs. Foram selecionados 22 genes candidatos que estão potencialmente relacionados 

com o conteúdo e a qualidade do óleo em soja. As sequências parciais dos 22 genes 

candidatos ou de genes homólogos, foram obtidas a partir do GenBank. As sequências 

gênicas completas foram obtidas por meio do algoritmo BLASTn no banco de dados 

PHYTOZOME. Os primers desenhados para amplificar regiões específicas de cada 

gene candidato em genótipos contrastantes para conteúdo e qualidade do óleo de soja, 

produziram 33,91 kpb de sequencias com boa qualidade, com valor de Phred superior 

ou igual a 30, sendo identificados 88 SNP e 26 INDELs. Com o intuito de obter 

informações sobre a expressão dos transcritos dos genes candidatos foi feito um 

alinhamento por meio do algoritmo BLASTn, contra bibliotecas de ESTs derivadas de 

sete tecidos de soja, depositados no banco de dados do NCBI. Os resultados mostraram 

que todos os transcritos selecionados dos genes ADPRI e G3PDH foram expressos 

constitutivamente, enquanto que os transcritos dos genes ABI3, ACC, AMIP, ARAF, 

ASIL, CLPPR, CPT, DGAT, DOF4, FUS3, LEC1A, LEC1B, LPCAT, MDH e WRI, 

apresentaram expressão órgão-específica. Primers de genotipagem TSPCR 

(Temperature-Swicht Polymerase Chain Reaction) foram utilizados para discriminar os 
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alelos de SNP em cinco populações (RIL e F2). Os polimorfismos identificados por 

meio do sequenciamento foram inicialmente testados nos respectivos progenitores, 

sendo para isso, desenhados 20 conjuntos de primers TSPCR. Somente os primers 

TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes AMIP-5, AMIP-3, ABI3, LEC1B, 

ARAF, LPCAT, PDAT, FAD3B e FAD3C mostraram-se polimórficos, sem bandas 

inespecíficas e/ou marcação de bandas fracas, nos respectivos progenitores. Os primers 

de genotipagem TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes AMIP-5, AMIP-3, 

ABI3 e LEC1B foram amplificados em 176 progênies F6 do cruzamento PI371611 x 

CD222 (contrastantes para teor de óleo). Os primers TSPCR desenhados no 

polimorfismo dos genes ARAF, LPCAT, e LEC1B foram genotipados em 236 

progênies, na geração F6, derivadas do cruzamento CD01RR8311 x SUPREMA 

(contrastantes para teor de óleo). Os primers TSPCR, desenhados para detectar o 

polimorfismo presente nos genes ABI3 e LEC1B foram amplificados em 170 progênies 

F6, derivadas do cruzamento entre A7002 x CD219 (contrastantes para teor de óleo). Os 

primers TSPCR desenhados para discriminar os alelos de SNP identificados nos genes 

candidatos ARAF e PDAT, foram amplificados em 259 progênies F6 do cruzamento 

FA22 x CD219 (contrastantes para teor de ácido oleico). Os primers TSPCR 

desenhados no polimorfismo dos genes FAD3B, FAD3C e ABI3 foram amplificados 

em 185 progênies na geração F2 do cruzamento A29 x Tucunaré (contrastantes para teor 

de ácido linolênico). O polimorfismo do gene ABI3, apresentou associações 

significativas com teor de proteína na população F6 (A7002 x CD219) e com a 

característica teor de ácido palmítico, na população F2:3 do cruzamento entre A29 e 

Tucunaré. Nessa mesma população foram detectadas associações significativas do 

marcador SNP presente no gene FAD3B com os teores dos ácidos graxos esteárico, 

oléico e linolênico e do marcador SNP do gene FAD3C com os teores de ácidos 

linoléico e linolênico. A metodologia de genotipagem TSPCR mostrou ser eficaz na 

discriminação dos alelos de SNP nas cinco populações estudadas. Associação dos 

marcadores SNP presentes nos genes ABI3, FAD3B e FA3C, que estão relacionados 

com a biossíntese dos ácidos graxos, possibilitará o emprego da SAM, com intuito de 

selecionar indivíduos que apresentem melhor perfil de ácidos graxos, otimizando o 

desenvolvimento de linhagens de soja especiais para a agroindústria.
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ABSTRACT 

 

BUENO, Rafael Delmond, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, November, 2012. 
Identification of SNP markers in candidate genes associated with the content and 
quality of soybean oil. Adviser: Maurílio Alves Moreira. Co-advisers: Everaldo 
Gonçalves de Barros and Pedro Ivo Vieira Good God. 

 

The development of productive cultivars with significant increases in protein and/or oil, 

as well as improving the fatty acid composition of the oil fraction, are among the main 

objectives of soybean breeding programs. Identification and validation of SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphism) in gene regions associated with these characteristics and 

their use in marker-assisted selection (MAS) represent a powerful tool for genetic 

improvement of soybean, when seeking to increase efficiency and provide greater 

genetic gains. The objective of this study was to identify SNPs in gene regions 

associated with the content and quality of oil for contrasting genotypes of the 

germplasm bank of the Soybean Quality Improvement Program (Programa de 

Melhoramento da Qualidade da Soja) of UFV, and validate polymorphisms as 

molecular markers for segregating populations and RILs. Twenty-two candidate genes 

were selected that are potentially related to the content and quality of soybean oil. The 

partial sequences of the 22 candidate genes or homologous genes were obtained from 

the GenBank. Complete gene sequences were obtained from the BLASTn algorithm in 

the PHYTOZOME database. The primers designed to amplify specific regions of each 

candidate gene in contrasting genotypes with respect to content and quality of soybean 

oil, yielded 33.91 kbp of high quality sequences, with Phred value greater than or equal 

to 30, where 88 were identified as SNPs and 26 as INDELs. In order to obtain 

information on expression of candidate gene transcripts, an alignment was performed 

using the BLASTn algorithm against ESTs libraries derived from seven soybean tissues 

deposited in the NCBI database. The results showed that all transcripts selected of the 

genes ADPRI and G3PDH were expressed constitutively, while transcripts of the genes 

ABI3, ACC, AMIP, ARAF, ASIL, CLPPR, CPT, DGAT, DOF4, FUS3, LEC1A, 

LEC1B, LPCAT, MDH and WRI showed organ-specific expression. Primers for 

TSPCR genotyping (Temperature-Switch Polymerase Chain Reaction) were used to 

discriminate the SNP alleles in five populations (RIL and F2). The polymorphisms 

identified by sequencing were first tested in their respective progenitors, and for this 

purpose 20 TSPCR primer sets were designed. Only the TSPCR primers designed in 
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polymorphism of the genes AMIP-5, AMIP-3, ABI3, LEC1B, ARAF, LPCAT, PDAT, 

FAD3B and FAD3C showed polymorphism, without nonspecific bands and/or marking 

of weak bands in their respective progenitors. The TSPCR genotyping primers designed 

in the polymorphism of genes AMIP-5, AMIP-3, ABI3 and LEC1B were amplified in 

176 F6 progenies of the cross PI371611 x CD222 (contrasting oil contents). TSPCR 

primers designed in polymorphism of genes ARAF, LPCAT, and LEC1B were 

genotyped in 236 progenies in the F6 generation, derived from the cross CD01RR8311 x 

SUPREMA (contrasting oil contents). The TSPCR primers designed to detect 

polymorphism present in genes ABI3 and LEC1B were amplified in 170 F6 progenies 

derived from a cross between A7002 x CD219 (contrasting oil contents). The TSPCR 

primers designed to discriminate the SNP alleles identified in the candidate genes 

ARAF and PDAT were amplified in 259 F6 progenies of the cross FA22 x CD219 

(contrasting oleic acid content). TSPCR primers designed in the polymorphism of genes 

FAD3B, FAD3C and ABI3 were amplified in 185 progeny in generation F2 of the cross 

A29 x Tucunaré (contrasting linolenic acid content). Polymorphism of the gene ABI3 

presented significant associations with protein concentration in the population F6 

(A7002 x CD219) and with the characteristic palmitic acid content in population F2:3 of 

the cross between A29 and Tucunaré. In this same population significant associations 

were detected for the SNP marker present in gene FAD3B with the levels of stearic, 

oleic and linolenic fatty acids, and SNP marker of gene FAD3C with levels of linoleic 

and linolenic acids. The TSPCR genotyping methodology proved effective in 

discriminating SNP alleles in the five populations studied. Association of SNP markers 

present in genes ABI3, FAD3B and FA3C, which are related to the biosynthesis of fatty 

acids, allow the use of SAM in order to select individuals with the best fatty acid 

profile, optimizing the development of special soybean lines for agribusiness. 



1 
 

1. Introdução geral 

 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a mais importante leguminosa cultivada no 

mundo, devido aos seus altos conteúdos de proteína (40%) e óleo (20%), além da alta 

produtividade (2.823 kg ha-1) e baixo custo de produção (R$ 1.100,00 a 1.400,00 ha-1). 

Essas excelentes características, aliadas às suas múltiplas utilidades, geram uma 

demanda mundial elevada e crescente, superior a 254 milhões de toneladas no ano de 

2012. No Brasil, o complexo soja é um dos que mais se destacam, tanto pela sua 

expressiva participação na pauta de exportações sob a forma de farelo, óleo e grãos, 

como também para o suprimento do mercado interno de óleos comestíveis e derivados 

protéicos. O Brasil ocupa a posição de segundo maior produtor mundial, sendo que na 

safra 2011/2012, a produção brasileira de soja atingiu a marca de 65 milhões de 

toneladas, correspondentes a 28% da produção mundial (USDA 2012). 

A soja é uma das mais importantes culturas produtoras de óleo do mundo, 

contribuindo com 28% da produção global de óleo no mercado internacional, os quais 

são destinados principalmente para o consumo humano e atualmente tem sido utilizado 

também para a produção de biodiesel. O óleo de soja é composto de triglicerídeos dos 

ácidos graxos palmítico (13%), esteárico (4%), oléico (20%), linoléico (55%) e 

linolênico (8%). Os elevados teores de ácido linoléico e linolênico são os principais 

responsáveis pela alta instabilidade oxidativa do óleo. Desta forma, a composição de 

ácidos graxos determina o uso final do óleo, o qual pode ser utilizado na alimentação, 

na produção de biodiesel ou para outros fins.  

Atualmente, os programas de melhoramento da qualidade do óleo de soja têm 

concentrado esforços para aumentar o conteúdo de óleo em cultivares de soja, bem 

como, aumentar sua estabilidade oxidativa, aumentando o teor de ácido oléico e 

reduzindo teor dos ácidos linolênico e linoléico. Essas modificações na composição dos 

ácidos graxos insaturados são benéficas tanto para o uso do óleo de soja para o consumo 

humano quanto para o biodiesel. 

A manipulação de características tais como, conteúdo e qualidade de óleo em 

soja, é uma tarefa bastante complexa. O controle genético envolve geralmente muitos 

locos e apresenta significativa interação com o ambiente. Portanto, com o intuito de 

tornar mais eficiente à condução dos trabalhos de melhoramento, as metodologias de 

uso de marcadores de DNA têm sido utilizadas como ferramentas para seleção de 

genótipos adequados. A seleção assistida por marcadores moleculares (SAM) pode 
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ajudar na obtenção de variedades com uma ou mais características em um menor espaço 

de tempo. Neste contexto, a identificação de QTLs (Quantitative Trait Loci) que 

influenciam tais caracteres e o seu emprego na SAM, representa uma poderosa 

ferramenta para o melhoramento genético da soja, no sentido de aumentar a eficiência e 

proporcionar maiores ganhos genéticos. 

O sequenciamento do DNA permite a detecção de alterações de bases únicas no 

DNA, possibilitando o desenvolvimento de marcadores baseados em polimorfismo em 

um único par de bases (Single Nucleotide Polymorphism – SNP). Os marcadores SNP 

por contribuírem, às vezes, diretamente na expressão da característica estudada, por 

terem taxa de mutação relativamente baixa, serem abundantes no genoma e a 

genotipagem ser facilmente automatizada, podem ser empregados em um programa de 

melhoramento genético, na SAM, em estudos de associação genética, desequilíbrio de 

ligação, na clonagem posicional e na integração de mapas físicos e genético. 

Considerando o grande potencial dos marcadores SNP, múltiplos esforços vêm 

sendo aplicados para o desenvolvimento de protocolos e procedimentos que facilitem a 

identificação de tais marcadores.  

A identificação de novos marcadores SNP, em regiões genômicas de genes 

envolvidos tanto na regulação ou diretamente na biossíntese e montagem de ácidos 

graxos em soja, possibilitará identificar passos limitantes dessa via, bem como utilizar 

esses novos polimorfismos na SAM.   

 

2. Objetivo geral 

 

Identificar SNP (Single Nucleotide Polymorphism) em regiões gênicas 

potencialmente associadas ao conteúdo e a qualidade do óleo em genótipos 

contrastantes do banco de germoplasma do Programa de Melhoramento da Qualidade da 

Soja (PMQS-UFV). Validar os polimorfismos como marcadores moleculares em 

populações segregantes. 

 

2.1. Objetivos Específicos  

 

• Selecionar genes candidatos possivelmente associados ao conteúdo e a qualidade 

do óleo em soja; 
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•  Identificar SNP nas regiões gênicas pré-selecionadas, associadas ao conteúdo e 

a qualidade do óleo em genótipos contrastantes do PMQS-UFV; 

•  Validar os marcadores SNP em indivíduos de diversas populações segregantes 

de soja, utilizando a metodologias de genotipagem TSPCR; 

•  Fenotipar as populações segregantes para as características; teores de óleo, 

proteína e composição de ácidos graxos;  

•  Associar marcadores SNP aos possíveis QTLs para conteúdo e qualidade de 

óleo; 

 

3. Revisão de literatura 

 

3.1. Produção e importância econômica do óleo de soja  

 

O óleo de soja é o segundo no ranking mundial entre os óleos vegetais, em 

termos de produção e consumo doméstico, ficando atrás apenas do óleo de palma, sendo 

que cerca de 28% do óleo vegetal consumido no mundo, advém da soja (USDA, 2012). 

A produção brasileira de óleo de soja no ano agrícola 2011/2012 foi de 7,5 

milhões de toneladas, sendo que aproximadamente 5,5 milhões de toneladas foram 

destinadas ao consumo interno e 1,8 milhões de toneladas foram exportadas como óleo 

bruto (ABIOVE, 2012). Atualmente, cerca de 90% da produção de óleo vegetal é 

oriunda da soja. A indústria esmagadora é altamente dependente dessa cultura e, apesar 

do incremento de produção de outras oleaginosas, esse cenário não deverá se alterar nos 

próximos 15 anos (UBRABIO e FGV, 2010). 

O óleo de soja é processado em três produtos: óleo refinado comestível, óleo 

refinado para fins não alimentares e lecitina. O óleo refinado comestível é a matéria-

prima para a produção de margarinas, gordura vegetal, óleo de cozinha, maionese e 

tempero de salada. Além de ser utilizado na fabricação de produtos não comestíveis, 

como: esparadrapo, papel carbono, alguns medicamentos e explosivos. O óleo refinado 

para fins não alimentares é destinado à produção de velas, desinfetantes, sabões, 

vernizes, tintas, plásticos e lubrificantes, enquanto a lecitina é muito utilizada em 

confeitos, sorvetes, produtos químicos, cosméticos e têxteis (COROL, 2008). Além 

desses produtos básicos, recentemente o óleo de soja vem sendo utilizado para a 

produção de biodiesel.  
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A atual matriz energética mundial é composta de fontes não renováveis de 

carbono fóssil, como petróleo (35%), carvão (23%) e gás natural (21%) (PERES et al., 

2005). Contudo, existe interesse mundial de substituir os combustíveis fosseis (não 

renováveis) por combustíveis renováveis. Esse interesse está diretamente ligado ao 

possível esgotamento das reservas mundiais de carbono fóssil nas próximas décadas e, 

principalmente, pelo fato da queima desses combustíveis fósseis liberarem uma grande 

quantidade de gases poluentes, que estão associados principalmente às mudanças 

climáticas. Levando em conta esses dois fatores, juntamente com as projeções de 

crescimento da população mundial, há estimativas de que o mercado mundial de óleo de 

soja expandirá 43% no período de 2006 a 2017 (FAPRI, 2007).  

No ano de 2005, a lei nº 11.097/05 estabeleceu a obrigatoriedade da adição de 

um percentual mínimo de biodiesel ao óleo diesel comercializado, sendo 2% a partir de 

2008 e 5% a partir de 2013 em qualquer parte do território nacional. Essa meta já foi 

antecipada e hoje já se utiliza 5% de biodiesel adicionado ao óleo diesel. Com isso, 

estima-se em 800 milhões de litros de biodiesel/ano a demanda no Brasil, com a mistura 

de 2% de biodiesel ao diesel de petróleo. Em 2008 a produção de biodiesel alcançou o 

volume de 1,1 bilhões de litros/ano, superando a meta para a utilização do B2. A meta 

para o ano de 2013 é de 2,40 bilhões de litros/ano (UBRABIO e FGV, 2010). 

Nesse contexto, o Brasil se destaca pela sua grande diversidade e produtividade 

de grãos que podem ser utilizados na fabricação de óleos vegetais, apresentando neste 

sentido, uma grande abertura para uma nova alternativa energética, substituindo o diesel 

por biodiesel. Dentre as cinco culturas oleaginosas com maior potencial para a produção 

de biodiesel estão: dendê, canola, mamona, amendoim e soja. A curto prazo, a soja é a 

cultura que apresenta a melhor perspectiva dentre as demais oleaginosas para produção 

de biodiesel, devido: i) a existência de cultivares adaptadas as diferentes condições 

edafoclimáticas; ii) apresenta um rendimento médio de óleo bruto em torno de 0,2 – 0,6 

t  ha-1 (num prazo de quatro a cinco meses de cultivo); além de possuir uma logística e 

rede industrial bem definida, voltada para o seu escoamento e processamento (BRIEU e 

PARENTE, 2009). 

A produção de biodiesel brasileira evidencia claramente a utilização do óleo de 

soja como a principal matéria-prima utilizada pelas indústrias produtoras de biodiesel. 

Visto que 78%, dos cerca de 2,4 bilhões de litros de biodiesel produzidos em 2010 pelas 

usinas instaladas no Brasil, utilizaram o óleo de soja como matéria-prima. Os 20% 
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restantes correspondem à gordura animal (16%), óleo de algodão (3%) e a outras 

oleaginosas (3%) (UBRABIO e FGV, 2010). 

 

3.2. Composição e qualidade do óleo de soja 

 

 A composição do óleo de soja varia em função do genótipo da planta e do 

ambiente em que ela é cultivada. Sendo o óleo de soja composto essencialmente de 

triacilgliceróis, os quais são constituídos por uma molécula de glicerol esterificada a três 

ácidos graxos, variando no tamanho e no grau de instauração, constituindo a principal 

forma de armazenamento de lipídios no grão. Os principais ácidos graxos encontrados 

no óleo de soja são: ácido palmítico (16:0) - 13%; ácido esteárico (18:0) - 4%; ácido 

oléico (18:1 Δ9) - 18%; ácido linoléico (18:2 Δ9,12) - 55% e ácido linolênico (18:3 

Δ9,12,15) - 10% (GRAEF et al., 2009). 

 A composição e a distribuição de ácidos graxos na molécula de triacilglicerol 

determinam a qualidade do óleo, influenciando no seu valor nutricional, sabor, odor e 

propriedades físico-químicas, como estabilidade oxidativa e ponto de fusão. 

Determinando assim, o uso final do óleo de soja, o qual pode ser utilizado na 

alimentação, na produção de biodiesel ou para outros fins.  Muitas vezes, a composição 

de ácidos graxos não é adequada para determinados fins, por isso existe considerável 

interesse na sua modificação por melhoramento convencional ou pelo uso de técnicas de 

biologia molecular. 

 Os elevados teores de ácido linoléico e linolênico são os principais responsáveis 

pela alta instabilidade oxidativa e pelo sabor e odor do óleo de soja. Isso ocorre porque 

os ácidos graxos polinsaturados são mais suscetíveis às hidroperoxidações, resultando 

em cetonas e aldeídos voláteis que alteram o sabor e odor do produto (DUNTON et al., 

1951; CARDINAL et al., 2011).  

 Com objetivo de aumentar a estabilidade oxidativa do óleo de soja, as indústrias 

alimentícias tem historicamente utilizado a hidrogenação química, com objetivo de 

reduzir os teores dos ácidos, linoléico (18:2) e linolênico (18:3). Este processo gera 

quantidades significativas de ácidos graxos saturados e de isômeros trans de ácidos 

graxos. O consumo desses compostos parcialmente hidrogenado está diretamente 

relacionado com a incidência de certas doenças cardíacas, altos níveis de colesterol e 

riscos de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (YADAV, 1996; HU et al.,1997; 

MOZAFFARIAN et al., 2006).  
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 A hidrogenação parcial do óleo de soja, com intuito de aumentar a estabilidade 

oxidativa do óleo, também traz impactos negativos nas propriedades físico-químicas do 

biodiesel, principalmente por diminuir a fluidez do óleo no frio (GRAEF et al., 2009).   

DUFFIELD et al. (1998) sugerem o desenvolvimento de plantas oleaginosas que 

apresentem alto teor de ácido oléico (C18:1) e baixos teores de ácidos graxos saturados 

(palmítico-16;0 e esteárico-18;0) na fração óleo, melhorando simultaneamente a 

estabilidade oxidativa e aumentado a fluidez do óleo no frio. 

 Outra alternativa de aumentar efetivamente a estabilidade oxidativa, sem a 

necessidade de hidrogenação, seria aumentar geneticamente os teores de ácido oléico 

em detrimento dos ácidos linolênico e linoléico na semente de soja. O ácido oléico é 

monoinsaturado e está no centro da via de biossíntese de ácidos graxos, sendo precedido 

pelos ácidos graxos saturados, palmítico (16:0) e esteárico (18:0) e seguido pelos ácidos 

graxos poli-insaturados, linoléico (18:2) e linolênico (18:3). O aumento do teor de ácido 

oléico através de seleção provoca modificações em toda a cadeia. Visto que a herança 

para alto teor de ácido oléico (18:1) é simples e recessiva (RAHMAN et al.,1996) e tem 

correlações negativas e altas (r = - 0,80) com os teores de linoléico (18:2) e linolênico 

(18:3). 

 Com isso, o conhecimento e a manipulação dos genes envolvidos na via de 

biossíntese de ácidos graxos, bem como os genes que regulam essa via, oferecem 

inúmeras possibilidades de modificar a composição dos ácidos graxos presentes no óleo 

de soja.  

 

3.3. Biossíntese e armazenamento de triacilgliceróis (TAG) na semente 

 

 A biossíntese de lipídios em vegetais superiores envolve a biossíntese de ácidos 

graxos, a produção dos lipídios estruturais das membranas plastidiais, a síntese de 

triacilgliceróis (TAG) e a produção dos lipídios estruturais das membranas 

extraplastidiais (MEKHEDOV et al., 2000). 

 A formação das sementes requer o crescimento coordenado dos tecidos de 

diferentes origens e, compreende duas fases principais: morfogênese e maturação. 

Durante a morfogênese, o embrião se desenvolve através de uma série de divisões 

celulares controladas, para assim, adquirir progressivamente o plano básico da planta. A 

fase de maturação é caracterizada pelo acúmulo dos componentes de reservas nos 

tecidos das sementes, aquisição de dormência e tolerância à dessecação pelo embrião 
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que se torna quiescente (GOLDBERG et al., 1994). 

 Componentes de reserva das sementes, geralmente são formados por; i) 

proteínas de armazenamento de sementes (SSPs), carboidratos (principalmente amido), 

e/ou lipídios de reserva (ceras ou TGA). Esses componentes são remobilizados para 

nutrir as mudas após a fase germinativa, atuando no estabelecimento dessas mudas até 

momento em que a fotossíntese torna-se eficiente. A proporção relativa e a localização 

desses componentes nos tecidos variam muito, dependendo da espécie considerada.   

 Os ácidos graxos presentes na molécula de TAG, não são esterificados 

aleatoriamente aos grupos hidroxila a cadeia de glicerol. Analises estereoquímicas dos 

ácidos graxos presentes nas moléculas de TAG, demonstraram que as espécies saturadas 

são normalmente limitadas às posições sn-1 e sn-3 do glicerol, enquanto que as espécies 

insaturadas ocorrem principalmente na posição sn-2 (MIQUEL e BROWSE, 1995). 

 A via de biossíntese de TAG tem sido amplamente estudada em sementes de 

oleaginosas (por ex; canola e soja,). Apesar de um entendimento detalhado dos 

percursos metabólicos e dos genes que codificam as enzimas envolvidas na biossíntese 

de TAG, pouco se conhece sobre o controle metabólico de acúmulo de TAG (BAUD e 

LEPINIEC, 2010). Esta falta de conhecimento sobre os gargalos ou pontos de controle, 

conduziu a uma modesta, ou muitas vezes nenhuma alteração nos conteúdos de TAG 

das linhagens transgênicas, projetadas para modular a expressão das chamadas enzimas 

reguladoras (OHLROGGE e JAWORSKI, 1997; RAMLI et al., 2002). 

 Estudos recentes, demonstraram que o controle da biossíntese ácidos graxos é 

exercida tanto pelo grupo de reações que ocorre nos plastídeos (Bloco A), como pelo 

grupo de montagem dos TAG, reações que ocorrem no retículo endoplasmático (RE) 

(Bloco B) (WESELAKE et al., 2008; RAMLI et al., 2009) (Figura 1). Dentro de cada 

bloco, o controle metabólico é compartilhado entre as várias etapas enzimáticas. 

Também é essencial considerar o metabolismo central, que fornece precursores para a 

produção e armazenamento de TAG (BAUD e LEPINIEC, 2010). 

 O metabolismo central é descrito como uma rede metabólica, ligando nutrientes 

fornecidos pela planta progenitora (açúcares e aminoácidos) aos precursores da síntese 

ácidos graxos e TAG, ou seja, o glicerol-3-fosfato (G3P) e acetil-CoA. A sacarose 

representa a principal forma em que carbono é assimilado fotossintéticamente, sendo 

transportado para dissipadores, tais como o óleo acumulado nas sementes. A hexose 

fosfato, gerada pela clivagem da sacarose pode ser metabolizada através das vias 

glicolítica e oxidativa das pentoses fosfato (OPPP) (BAUD e LEPINIEC, 2010). 
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 Dois intermediários glicolíticos são utilizados como precursores na síntese de 

TAG. Primeiro, a conversão de diidroxiacetona fosfato (DHAP) para glicerol-3-fosfato 

(G3P), catalisada pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PDH), fornecendo a cadeia 

de glicerol necessária para a síntese de moléculas TAG. Segundo, a descarboxilação 

oxidativa do piruvato plastidial, pelo complexo piruvato desidrogenase (PDC), produz 

CO2 e acetil-CoA, sendo este último usado como um precursor na síntese de novo ácido 

graxo nos plastídios (JOHNSTON et al., 1997; LIN et al., 2003). 

 Foi proposto por PERRY et al. (1999) que a disponibilidade de G3P restringe a 

taxa global de acúmulo de TAG. Em concordância com esse estudo, anos mais tarde, 

através de uma abordagem transgênica, baseando-se na expressão semente-específica de 

um gene de levedura que codifica G3PDH em canola, foi demonstrado que o nível de 

G3P aumentou de três a quatro vezes em sementes em desenvolvimento, resultando em 

um aumento de 40% no conteúdo final de óleo nas sementes (VIGEOLAS et al., 2007).  

  

3.3.1. Biossíntese de ácidos graxos 

 

 A biossíntese de ácidos graxos em soja, inicia-se com a formação dos ácidos 

palmítico (C16:0), esteárico (C18:0), oléico (C18:1) e uma vez sintetizados nos 

plastídios, eles podem ser exportados para o citosol associados à proteína carreadora de 

grupos acil (ACP) e serem utilizados na produção de TGAs e lipídios estruturais de 

membranas extracloroplastídicas (YADAV, 1996; LOS e MURATA, 1998, BAUD e 

LIPINIEC, 2010). 

 Acredita-se que as enzimas da rota são mantidas juntas em um complexo 

conhecido como ácido graxo sintetase (FAS). Este complexo provavelmente permite 

que a série de reações ocorra com maior eficiência e catalisam a formação de ácidos 

graxos a partir de acetil-CoA e malonil-CoA (YADAV, 1996). 

 A síntese de novo ácidos graxos nos plastídios inicia com a formação de acetil 

Co-A nos plastídios a partir do piruvato (Figura 1). O acetil Co-A é ativado para 

malonil-CoA pela enzima acetil-CoA carboxilase. A forte regulação da acetil-CoA 

carboxilase parece controlar a taxa global de síntese de ácidos graxos (OHLROGGE e 

JAWORSKI, 1997; NIKOLAU et al., 2003). O malonil-CoA, reage com a proteína 

carregadora de acil (ACP, do inglês acyl carrier protein) gerando malonil-ACP, o 

substrato primário da síntese de ácidos graxos (BONAVENTURE e OHLROGGE, 

2002). 
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 Após transferência ao ACP, o malonil-ACP participa de uma reação de 

condensação com o acetil-CoA, resultando na formação de uma ligação carbono-

carbono e liberação do CO2, tornando a reação essencialmente irreversível (BAUD e 

LEPINIEC, 2010). 

 A primeira condensação de acetil-CoA e malonil-ACP para formar um produto 

de quatro carbonos é catalisada pela 3-cetoacil-ACP sintase III (KASIII). As 

condensações seguintes (até 16-ACP) são catalisadas pelas isoformas KASI/KASB e as 

isoformas KASII/KASA, promovem a condensação do palmitoil-ACP (16C) a esteroil-

ACP (18C) (PIDKOWITCH et al., 2007). 

 Três reações adicionais ocorrem após cada condensação para a formação de um 

ácido graxo saturado. Essas reações são catalisadas pelas enzimas, cetoacil-ACP 

redutase (KAR), 3-hidroxiacil-ACP desidratase e enoil-ACP redutase (ENR) (MOU et 

al., 2000). A ação combinada destas quatro reações promove o alongamento do 

precursor de ácido graxo em dois carbonos por ciclo, formando no final os ácidos 

graxos C16:0, C18:0 e C18:1. Estes por sua vez, podem permanecer no plastídio para 

síntese dos lipídeos estruturais de membranas cloroplastidiais, como também podem ser 

exportados para o citosol para produção de óleo e lipídeos estruturais de membranas 

extracloroplastídicas. 

 Após a síntese ácidos graxos (C16:0, C18:0 e C18:1) no plastídio, os grupos acil 

são hidrolisados pela acil-ACP thioesterases (FATA ou FATB), que liberam ácidos 

graxos livres (SALAS e OHLROGGE, 2002; BONAVENTURE et al., 2003). Os ácidos 

graxos então são ativados a ésteres CoA na membrana externa do cloroplasto, através da 

sintetase de acil-CoA de cadeia longa (LACS) antes da sua exportação para o ER 

(Figura 1). 
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Figura 1. Esquema das reações envolvidas na biossíntese de ácidos graxos e montagem de 
triacilgliceróis em oleaginosas. (DHAP), dihidroxiacetona fosfato; (G3PDH) glicerol-3-fosfato 
desidrogenase; (PDAT), fosfolipídeo: diacilglicerol aciltransferase; (ACC), acetil-CoA 
carboxilase; (CPT), CDP-colina: 1,2-sn-diacilglicerol colina fosfotransferase; (DAGAT), 
diacilglicerol aciltransferase; (FAD2), oleoil desaturase; (FAD3) linoleoil desaturase; (FAE), 
complexo elongase de ácidos graxos; (GPAT), glicerol-3-fosfato aciltransferase; (HmACC), 
carboxilase acetil-CoA homomerica; (KAS), 3-cetoacil-ACP  sintase; (LACS), sintetase de acil-
CoA de cadeia longa; (LPAAT), ácido lisofosfatídico aciltransferase; (LPC), 
lisofosfatidilcolina; (MAT), malonil-CoA:proteína carreadora de grupos acil; (PAP), acido 
fosfatídico fosfohidrolase; (PC), fosfatidilcolina; (PDCT), fosfatidilcolina:diacilglicerol 
colinofosfotransferase; (PLA2), fosfolipase A2; (PDAT), fosfolipídio:diacilglicerol 
aciltransferase; *, malonil-CoA. Adaptado de BAUD e LIPINIEC (2010). 
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 Durante a biossíntese de (TGA) no retículo endoplasmático, a glicerol-3-fosfato 

aciltransferase (GPAT) transfere o grupo acetil do acetil-Coa para a posição sn-1 do 

glicerol-3-fosfato produzindo ácido lisofosfatídico (LPA). Em seguida, a ácido 

lisofosfatídico aciltransferase (LPAAT) transfere outro grupo acil do acil-Coa para a 

posição sn-2 do ácido lisofosfatídico, formando o ácido fosfatídico (PA). A 

defosforilação do ácido fosfatídico pela ácido fosfatídico fosfohidrolase (PAP) leva à 

formação do diacilglicerol (DAG). Assim, os diacilgliceróis representam o ponto de 

ramificação para a biossíntese de lipídios de membrana ou de reserva (BAUD e 

LIPINIEC, 2010).  

Para formar lipídios de membrana, o DAG é reversivelmente convertido em 

fosfatidilcolina pela colinafosfotransferase (CPT). Então, a fosfatidilcolina (PC) atua 

como substrato para a biossíntese de ácidos graxos polinsaturados, os quais podem 

retornar ao pool de acil-CoA citoplasmático pela ação da lisofosfatidilcolina 

aciltransferase (LPCAT). Além das dessaturases microssomais, as enzimas CPT e 

LPCAT também atuam na biossíntese de lipídios no retículo endoplasmático. A CPT 

tem a função de converter reversivelmente DAG em fosfatidilcolina para a formação de 

lipídios de membrana e a LPCAT tem a função de repor o estoque de ácidos graxos 

polinsaturados do pool de acil-CoA no citoplasma (YADAV, 1996) (Figura 1). 

Atualmente são descritos dois genes candidatos que codificam as ω-6-

dessaturases microssomais em soja, denominados FAD2-1 e FAD2-2. Enquanto para a 

ω-3-dessaturase foram identificados três genes candidatos, denominados GmFAD3A, 

GmFAD3B e GmFAD3C. Já a ω-9-dessaturase é uma enzima solúvel presente no 

plastídio responsável pela conversão do estearoil-ACP em oleil-ACP. Na cultivar de 

soja Dare, foi descrita a presença de dois genes candidatos para a ω-9-dessaturase, 

designados de SACPD-A e SACPD-B. BYFIELD (2006) avaliou o nível de expressão 

desses genes por meio de qPCR em 51 genótipos de soja e verificou que todos 

apresentavam ambos os genes, SACPD-A e SACPD-B.  

 Por fim, o DAG pode sofrer acilação final na posição 3 da molécula do glicerol e 

ser convertido a triacilglicerol (TAG), sendo esta reação catalisada pela diacilglicerol 

aciltransferase (DAGAT) (YADAV, 1996). Os TAG uma vez sintetizados são 

armazenados em estruturas subcelulares denominadas de corpos lipídicos. Dependendo 

da espécie considerada, a abundância e localização destes corpos lipídicos em tecidos de 

sementes podem variar muito. Em soja e girassol, grandes quantidades de óleo são 

armazenados predominantemente em tecidos embrionários (por exemplo, cotilédones), 
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ocupando a maior parte do espaço disponível entre os tegumentos da semente. Estudos 

com Arabidopsis thaliana, demonstraram que os cotilédones contêm cerca de 60% dos 

ácidos graxos totais; radícula e hipocótilo 30% e os 10% restantes, estão localizados no 

endosperma (PENFIELD et al., 2004; LI et al., 2006).  

 

3.3.2. Ativação do programa de maturação das sementes 

 

 O acúmulo de óleo é parte do processo de maturação das sementes, um 

programa de desenvolvimento altamente controlado, o qual é definido nos tecidos de 

embriões, uma vez que a morfogênese é alcançada. Assim, estudos realizados em 

sementes em desenvolvimento e/ou embriões têm demonstrado que as vias de 

biossíntese dos ácidos graxos e TAGs, são fortemente reguladas a nível transcricional 

(FAWCETT et al., 1994; O’HARA et al., 2002; BAUD e GRAHAM, 2006).  

 A regulação coordenada dos genes que codificam enzimas da via biossintética de 

ácidos graxos, observados no início da fase de maturação das sementes, sugere, que a 

via pode ser submetida a um sistema de regulação transcricional global (Figura 2), 

(BAUD e LEPINIEC, 2010). 

 Estudos genéticos em milho e A. thaliana demonstraram uma rede complexa de 

fatores de transcrição, que controlam os programas de expressão gênica, os quais são 

essenciais para que ocorra a maturação das sementes. Um vasto conjunto de ativadores e 

repressores da transcrição regulam a transição, entre as fases de desenvolvimento 

vegetativo e maturação das sementes (SANTOS et al., 2008). 

 Eventos de remodelamento da cromatina juntamente com a regulação 

transcricional, favorecem a atividade dos ativadores do programa de maturação das 

sementes em desenvolvimento, enquanto que a atividade dos repressores torna-se 

predominante no final do processo de maturação (SUZUKI E MCCARTY, 2008; 

ZHANG e OGAS, 2009). 

 Ativação dos genes chaves em A. thaliana, também chamados de reguladores 

mestres do processo de maturação, inclui membros da superfamília do domínio B3, de 

proteínas ligadoras do DNA planta-específica, ou seja, ABI3, LEC2, e FUS3 (Figura 2). 

Os membros dessa rede AFL (ABI3/FUS3/LEC2), atuam em conjunto com LEC1, um 

fator de transcrição do tipo CAAT binding factor (CBF), e exibem padrões de expressão 

parcialmente sobrepostos, que incluem regulação cruzada e feedback complexo 
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(LOTAN et al., 1998). 

 Ao analisar a expressão de ABI3 e FUS3 em vários mutantes, foi demonstrado, 

que a principal função de LEC2 é “up-regulated” a expressão de FUS3 e ABI3. Uma 

mutação em LEC2 foi responsável por uma diminuição drástica na expressão dos 

fenótipos ABI3 e FUS3, porém, LEC2 pode ser resgatado pela expressão constitutiva de 

ABI3 ou FUS3 (TO et al., 2006). Um conjunto de técnicas complementares permitiu 

isolar alguns dos alvos diretos desses reguladores em A. thaliana. Por exemplo, foi 

demonstrado que LEC2 liga-se aos promotores dos genes que codificam oleosina e 

HSD1(hidroxiesteróide desidrogenase) (BRAYBROOK et al., 2006; BAUD et al., 

2009). A expressão de HSD1 é fortemente e especificamente induzida em tecidos que 

acumulam óleo (BAUD et al., 2009a).  

 Outro elemento importante na regulação de acúmulo de óleo em semente de A. 

thaliana é o fator de transcrição WRINKLED1 (WRI1) (BAUD et al., 2009). WRI1 

codifica um fator de transcrição da família AP2-EREBP (APETALA2-ethylene 

responsive element-binding protein) (CERNAC e BENNING, 2004), especificando a 

ação regulatória de LEC2 e, possivelmente de LEC1 para a rede de biossíntese de ácido 

graxo (BAUD et al., 2010). Foi demonstrado recentemente, que WRI1 interage com as 

sequencias promotoras dos genes PKP-ß1, BCCP2 e KAS1 in vitro, genes que 

codificam enzimas da via glicolítica e de biossíntese de ácidos graxos (MAEO et al., 

2009; BAUD et al., 2009b). 

 Por outro lado, um conjunto de três fatores intimamente relacionado ao domínio 

B3 (HIS, VP1 e VAL), define um “clade irmão” para os fatores do domínio B3 AFL, 

que desliga o programa de maturação da semente, antes da germinação, reprimindo os 

genes AFL e/ou genes alvo da rede AFL, através de ligação competitiva nos motivos 

RY (TSUKAGOSHI et al., 2007; SUZUKI et al., 2008; GUERRIERO et al., 2009). 

Outro fator transcricional que contribui para desligar o programa de maturação da 

semente é o repressor transcricional trihelix ASIL1, que compete com os ativadores da 

rede AFL, pela ligação aos elementos GT (GTGATT), estando estreitamente próximo 

ao motivo repetido RY do seu promotor alvo (GAO et al., 2009). 
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Figura 2. Modelo para a regulação transcricional da biossíntese de triacilglicerol durante a fase 
de maturação das sementes de Arabidopsis thaliana. Fatores que podem induzir ou reprimir a 
lipogênese estão nas caixas abertas. Genes alvos codificando os atores da rede biossintéticas de 
ácido graxos e triacilgliceróis são apresentados abaixo dos reguladores transcricionais, 
juntamente com os elementos cis-regulatórios, reconhecidos por esses reguladores. ASIL1, 
ARABIDOPSIS 6B-INTERACTING PROTEIN 1-LIKE1; AP2-EREBP, APETALA2-ethylene 
responsive element-binding protein; CBF, fator de ligação CAAT-box; ER, retículo 
endoplasmático, FA, ácidos graxos, OB, corpos lipídicos; FUS3, FUSCA3; LEC1, 2, LEAFY 
COTYLEDON1, 2; LEC1L, LEAFY COTYLEDON1-LIKE; TAG, triacilglicerol; Trihelix 
DNA BP, trihelix DNA binding protein; VAL1, 2, 3, VP1/ABSCISIC ACID INSENSITIVE3-
LIKE1, 2, 3; WRI1, WRINKLED1. Adaptado de BAUD e LIPINIEC (2010).  
 
 Os conhecimentos adquiridos, nos últimos anos, sobre a regulação dos genes 

envolvidos na biossíntese de ácidos graxos em plantas serão uteis, pelo fato de até 

agora, as contribuições para melhorar o conteúdo de óleo em sementes terem se 

concentrado principalmente no melhoramento convencional (WESELAKE et al., 2009). 

 É importante mencionar, que aumentar o teor e/ou melhorar a qualidade do óleo 

em sementes de soja é tarefa bastante complicada, visto que são características 

quantitativas, onde inúmeros fatores contribuem para essas características, de modo que 

estratégias complexas para adquirir o fenótipo desejável, podem ser necessárias. 

Naturalmente, essas estratégias vão explorar os conhecimentos adquiridos até agora 

sobre as redes metabólicas envolvidas e dos vários fatores que regulam biossíntese de 

óleo em sementes de soja (BAUD e LEPINIEC, 2010). Uma estratégia que depende 

diretamente desses conhecimentos, é a abordagem baseada em genes candidatos.   
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3.4. Genes candidatos 

  

 Genes candidatos são genes de ação biológica conhecida e que estão envolvidos 

com o desenvolvimento ou a fisiologia de uma característica de interesse econômico. 

Estes genes podem ser estruturais, regulatórios ou que participam de vias metabólicas, 

afetando a expressão do caráter (BRYNE e MCMULLEN, 1996).  

 Os estudos baseados em genes candidatos buscam indentificar polimorfismos 

diretamente nas regiões codificantes de um dado gene alvo ou em elementos 

regulatórios flanqueadores a essas regiões (FITZSIMMONS et al., 1998; LIEFERS et 

al., 2002; ALMEIDA, 2003). Esses estudos envolvem uma série de etapas: i) escolha do 

gene candidato, ii) desenho de primers para amplificação da região de interesse do gene 

candidato, iii) descoberta de polimorfismos, iv) escolha e estabelecimento da técnica de 

genotipagem dos sítios polimórficos, v) formação de uma população referência para 

genotipagem e, vi) realização dos testes de associação com características fenotípicas da 

população.  

 Dentre as vantagens da análise de genes candidatos estão: i) a obtenção de 

marcadores no próprio gene de interesse; ii) genes candidatos podem gerar marcadores 

eficientes e facilitar a obtenção de variedades em um menor espaço de tempo; iii) 

clonagem de genes de importância agronômica; iv) o maior poder estatístico obtido com 

menor número de famílias e indivíduos; v) o baixo custo dos procedimentos de 

genotipagem em larga escala; vi) a simplicidade operacional, pois se pode trabalhar com 

um único gene e não com um genoma por inteiro; vii) e finalmente, o polimorfismo do 

gene candidato se validado, pode ser empregado na seleção assistida por marcadores 

(SAM). 

 As limitações dessa abordagem estão; no pequeno número de genes conhecidos 

que controlam características de interesse, o efeito pleiotrópico e de epistasia de outros 

genes sobre o gene candidato, o alto custo da etapa inicial de detecção de polimorfismos 

e a dificuldade no estabelecimento definitivo do efeito do gene candidato 

(ROTHSCHILD e SOLLER, 1999). Além destes, o efeito de interação entre genótipo e 

ambiente também exerce grande influência. Até que se estabeleça a variante causal do 

gene responsável pelo seu efeito quantitativo, sempre haverá a possibilidade de que o 

gene estudado não seja o gene que realmente esteja causando a diferença na 

característica, mas esteja somente ligado ao QTLs (ROTHSCHILD e SOLLER, 1999). 

Isso pode levar a resultados contraditórios, dependendo da população estudada, pois 
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associações significativas em uma população podem não ser verificadas em outra. Por 

exemplo, em estudos realizados por LINVILLE et al. (2001) não houve associação 

significativa dos marcadores dos receptores do estrogênio (ESR) e da prolactina 

(PRLR), com o tamanho da leitegada em suas populações de suínos, enquanto que 

associação significativa foi observada anteriormente nas populações utilizadas por 

SHORT et al. (1997) e VINCENT et al.(1998). 

 

3.5. Marcadores SNP 

 

 O desenvolvimento de marcadores moleculares tem possibilitado utilizar a 

variabilidade genética para identificar genes responsáveis pelo controle de 

características de importância econômica. Os marcadores moleculares são categorizados 

em três tipos; i) os morfológicos (SAX, 1923), ii) os bioquímicos e/ou isoenzimáticos 

(MARKET e MOLLER, 1959) e, iii) com a descoberta da reação em cadeia da 

polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR) por MULLIS e FALONA (1987), foi 

possível o surgimento de uma nova geração de marcadores moleculares, os baseados em 

sequencias de DNA.  

 Os marcadores baseados em sequencias de DNA são diferenciados em dois 

tipos: marcadores que utilizam o método de hibridização, por exemplo; RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980), e aqueles que 

utilizam a técnica de PCR, como os marcadores;  RAPD - Random Amplified 

Polymorphic DNA, (WILLIAMS et al., 1990; WELSH e MACLELLAND, 1990), 

microssatélites ou SSR – Simple Sequence Repeats – (LITT e LUTY, 1989; WEBER e 

MAY, 1989) e AFLP – Amplified Fragment Length Polymorphism (VOS et al., 1995).  

 A disponibilidade de sequencias gênicas tem aumentado muito nos últimos anos, 

principalmente com o término do projeto genoma de diversas espécies. Com o fim 

desses projetos, foi possível a detecção de um grande número de alterações de bases 

únicas no DNA. Essas alterações possibilitou o desenvolvimento de uma nova classe de 

marcadores moleculares, os baseados em polimorfismo em um único par de bases (SNP 

- Single Nucleotide Polymorphism).    

 Os SNP, são variações de nucleotídeos ou pequenas inserções/deleções 

(INDELs) nas sequências de bases em fragmentos homólogos de DNA (KWOK, 1996; 

KRUGLYAK, 1997; COLLINS, 1998), e são consideradas um dos mais valiosos 

marcadores para o mapeamento genético, geração de mapas de alta resolução e estudos 
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de associação (ZHU e SALMERON, 2007). Para que uma dada variação seja 

considerada um SNP é necessário que o seu alelo tenha uma frequência mínima de 1% 

na população testada (NEI e LI, 1979; BROOKES, 1999; VIGNAL et al., 2002). 

 Basicamente, os SNP compreendem duas categorias: transições e transversões. 

Nas transições, uma base purina é substituída por outra base purina (A↔G) ou uma 

base pirimidina é substituída por outra base pirimidina (C↔T). As transversões 

consistem na mudança de bases purina para pirimidina e vice-versa (A↔C, A↔T, 

G↔T e G↔C).  

 Os SNP se tornam muito mais atrativos ao se considerar que muitos deles podem 

estar localizados no interior de sequências gênicas expressas (éxons) e este fato pode 

significar a redução de tempo e custos na obtenção de genes de interesse, se comparados 

aos marcadores atualmente disponíveis. Porém, existe uma maior tendência para que 

haja mais SNP nas regiões de íntrons, quando comparados com as regiões de éxons, 

onde tendem a serem mais conservadas (LIAO e LEE, 2010). De acordo com EMARA 

e KIM (2003), os SNP podem ser categorizados em dois tipos quando localizados em 

sequências gênicas expressas: não sinônima, ou seja, aquelas que resultam na mudança 

de aminoácidos (Figura 4), ou sinônimas que não resultam em mudança de aminoácido 

(Figura 3). 

 As mudanças não sinônimas podem determinar o fenótipo alternativo e mostrará 

100% de associação com a característica e dessa forma será de grande importância para 

a seleção assistida por marcadores (MAS) ou para o isolamento do gene. Conforme 

CHEN et al. (2007), do total de SNP encontrados, 1 a 2% dos SNP estão localizados em 

regiões codificadoras de modo que os SNP não sinônimos podem ser considerados 

como candidatos para mudanças de funções gênicas.  

 Ao contrário, os SNP sinônimos são aqueles que têm efeito pequeno na 

expressão gênica, entretanto tanto, os SNP sinônimos quanto os não sinônimos são de 

grande importância como marcadores genéticos nos estudos de mapeamento. Mesmo 

que a identificação não seja no próprio gene de interesse e sim próxima a ele, ainda 

assim pode ser usado em análises de associação. 
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Indivíduo 1  GCA  AGA  GAT  AAT  TGT ... 
    Ala     Arg      Asp     Asn     Cys 

Proteína 

 
Ativa 

Indivíduo 2 
Mudança no códon, sem 

alterar aminoácido 
 GCG  AGA  GAT  AAT  TGT ... 
    Ala     Arg      Asp     Asn     Cys 

Proteína 

 
Ativa 

Figura 3. SNP do tipo sinônima, a troca de uma adenina por guanina não acarretou na mudança 
de aminoácido. Este tipo de mutação também é conhecida por mutação silenciosa. Neste 
exemplo, a troca nucleotídica é do tipo transição, ou seja, uma base púrica é substituída por 
outra base púrica (A↔G). 
 
 
 
 

Indivíduo 1  GCA  AGA  GAT  AAT  TGT ... 
    Ala     Arg      Asp     Asn     Cys 

Proteína 

 
Ativa 

Indivíduo 2 
Mudança no códon e 
Mudança no aminoácido 

 GCG  ACA  GAT  AAT  TGT ... 
    Ala     Thr      Asp     Asn     Cys 

Proteína 

 
Inativa 

Figura 4. SNP do tipo não-sinônima, ou seja, a troca de uma guanina por citosina acarretou na 
mudança de aminoácido. Neste exemplo, a troca nucleotídica é do tipo transversões, ou seja, 
uma base púrica é substituída por uma base pirimídica (G↔C). 
 
 

 Em soja, já foram identificados mais de 30 mil SNP (HYTEN et al., 2010a,b; 

WU et al., 2010). Segundo CHOI et al. (2007), dois importantes fatores a respeito do 

genoma de uma espécie devem ser considerados para a identificação de SNP, a 

magnitude da variabilidade genética e a presença de regiões duplicadas no genoma. Para 

a cultura da soja, considerando o processo de seleção ao longo do seu melhoramento e a 

estreita base genética das cultivares utilizadas para a obtenção das primeiras variedades 

comerciais, uma baixa frequência de sequências variantes é esperada. 

 Os SNP são muito mais abundantes do que outros marcadores moleculares, 

como os microssatélites nos genomas de humanos, animais e também de plantas. 

Enquanto que no genoma da soja foram encontrados pouco mais de 1000 

microssatélites, estima-se que existam de 4 a 5 milhões de SNP, baseando-se na taxa de 

280 SNP observados nos 76,3 Kpb estudados (ZHU et al. 2003) e na frequência habitual 

de SNP relatados para genomas de plantas, que é de cerca de 1 SNP a cada 100-300 pb 

(GUPTA et al., 2001). 
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 Na prática, SNP são marcadores bialélicos e codominantes, de forma que o 

conteúdo informativo em um único SNP é limitado em comparação com os marcadores 

SSR que são multialélicos (GRIFFITHS e SMITH, 2000; GUPTA et al., 2001; 

SCHLOTTERER et al., 2004; ORAGUZIE et al., 2007). Entretanto, um mapa genético 

de alta densidade com SNP bem espaçados, embora bialélico ofereça várias vantagens 

sobre mapas com baixa densidade de microssatélites, incluindo poder superior para 

detectar ligação (GODDARD e WIJSMAN, 2002; MATISE et al., 2003; MIDDLETON 

et al., 2004; EVANS e CARDON, 2004). Isto se deve ao fato de que a densidade de 

marcadores SNP pode ser mensurada na escala de kilobase, enquanto que os mapas 

atuais dispõem de marcadores em escala de megabase para a sua determinação. Além 

dos SNP serem a mais abundante forma de variação genética encontrada em genomas 

(ZHU et al., 2003), os SNP possui outra vantagem quando comparado com outros 

marcadores, eles possuem facilidade de automatização, viabilizada com extensivas 

tecnologias de genotipagem que tem sido desenvolvidas atualmente (FAN et al., 2006). 

 Por essas características, os SNP são uma rica fonte de polimosfismo em soja e 

podem ser utilizados; para saturar mapas genéticos, na detecção de QTLs, na estimação 

da diversidade genética, em análises de associação, na clonagem posicional, na seleção 

assistida por marcadores (MAS) e também são potencialmente úteis para a identificação 

de genes candidatos. 

  

3.6. Metodologias de genotipagem 

 

 A maioria dos métodos de genotipagem de SNP, com maior potencial para 

realizar multiplex, é baseada em um dos quatro mecanismos moleculares: hibridização 

alelo-específico, extensão de primer, ligação de oligonucletídeos e clivagem enzimática 

(KIM e MISRA, 2007). 

 O método mais básico para genotipagem de SNP em regiões específicas do 

genoma é baseado na técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) (MAEDA et al. 1989). O fragmento contendo o SNP de interesse é 

amplificado com iniciadores específicos, purificado e submetido a um tratamento com 

uma enzima de restrição que reconheça apenas um dos alelos. Posteriormente, os 

fragmentos são separados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose para 

diferenciação dos alelos por tamanho. Além de ser extremamente trabalhoso, para o 

emprego desse método, é necessário que haja uma enzima de restrição que diferencie os 
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dois alelos, o que nem sempre é possível. Essa metodologia não permite a paralelização 

de ensaios – geralmente, só é possível genotipar um loco por ensaio. Por outro lado, é 

uma técnica que não requer equipamentos avançados: apenas um termociclador e 

equipamentos de eletroforese (CAETANO, 2009).  

 Posteriormente, surgiram novas técnicas de identificação sem a necessidade do 

sequenciamento de todo o genoma. Entre as tecnologias atualmente disponíveis para 

genotipar SNP estão; a TaqMan (LIVAK, 1999), ARMS-PCR (Amplification 

Refractory Mutation Systems) (YE et al., 2001), HRM (High Resolution Melting) 

(ERALI e WITTWER, 2010) e entre outras.  

 Dentre outras metodologias, a extensão de primer associada à espectrometria de 

massa (MALDI-TOF), é uma técnica adequada para estudos com grandes grupos de 

amostras, em termos de automação e custos. A interpretação dos dados é automatizada e 

vem como parte do software da maioria dos equipamentos (SEMAGN et al., 2006). 

Essa técnica consiste na extensão do primer com uma única base utilizando 

didesoxinucleotídeos para terminação da cadeia a partir de um primer com terminal 3’ 

que se anela imediatamente upstream ao sítio polimórfico (minisequenciamento). A 

vantagem da análise por MALDI-TOF é a exatidão das massas das reações de 

genotipagem e o potencial multiplex. 

 O primeiro ensaio descrito para genotipar SNP por MALDI-TOF, Pinpoint, 

baseia-se na extensão do primer na presença dos quatro ddNTPs e a base no sítio 

polimórfico é identificada pela massa adicionada ao primer. As desvantagens desse 

método é que ele se baseia na adição de didesoxinucleotídeos, as diferenças de massa 

são pequenas, variam de 9 Da (T e A) a 40 Da (C e G) e os passos de dessalinização e 

concentração podem interferir na análise de amostras com pequenas diferenças de 

massa. Por essas razões o ensaio pontual foi substituído por ensaio “não pontual” que 

resulta em produtos com diferenças maiores de massa. A técnica modificada Pinpoint 

utiliza ddNTPS modificados com um tag de massa para extensão do primer, o que 

aumenta a diferença de massa entre produtos dos alelos SNP e a acurácia da 

genotipagem (BLONDAL et al., 2003). 

 BLONDAL et al, (2003) propôs uma outra metodologia de detecção de SNP por 

MALDI-TOF, (Nucleotide depletion genotyping assay), a qual utiliza uma única DNA 

polimerase e não requer uso de dNTPs ou ddNTP modificados. Na reação de 

minisequenciamento utiliza-se uma mistura de dNTPs com um dos nucleotídeos do sítio 

polimórfico ausente, fazendo com que a DNA polimerase se dissocia da fita de DNA na 
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posição em que é requerido o nucleotídeo depletado. São desenhados dois primers, 

sendo o primer informativo desenhado com o terminal 3’ uma base upstream do sítio 

SNP para permitir a diferenciação entre o primer não estendido que se refere ao produto 

de extensão menor. Entre as principais vantagens dessa metodologia estão a acurácia, a 

possibilidade de se avaliar múltiplas amostras simultaneamente e a redução dos custos 

das análises. 

 Um método recentemente relatado para o desenvolvimento de marcadores de 

PCR alelo-específico para rápida genotipagem de SNP codominantes, é a metodologia 

TSPCR (Temperature-Swicht Polymerase Chain Reaction), foi descrita por HAYDEN 

et al. (2009), num trabalho de genotipagem de SNP em trigo. TSPCR é um método 

novo para genotipagem rápida e que necessita de baixa tecnologia. Ensaios de marcador 

TSPCR são realizadas sob condições de reações padronizadas e os produtos da 

genotipagem podem ser detectados por eletroforese em gel, tornando-os fáceis de 

implementação. TSPCR pode fornecer uma fonte cada vez maior de SNP informativos 

para as culturas, podendo ser utilizados pelos programas de melhoramento genético na 

SAM. Cada marcador TSP compreende um conjunto de três primers: um par de primers 

lócus específico (R/F), com temperatura de anelamento (Ta) entre 60 e 65 oC, visando 

amplificar fragmentos de 400 pb, e um primer informativo, com seu terminal 3’ 

complementar a um dos alelos presente no lócus, com Ta entre 43 e 48 oC, ao qual é 

adicionado, no terminal 5’, uma cauda de 2 a 3 nucleotídeos aleatórios e não 

complementares à sequência do DNA molde, para elevar o seu valor de Ta para 53 oC. 

Cada primer informativo deve formar produtos de amplificação com o tamanho de 

aproximadamente 100 pb com um dos dois primers lócus específico (Figura 5). Os 

produtos de PCR são posteriormente seperados eletroforese em gel de agarose 2%. 

Neste sentido, em um ensaio de genotipagem TSPCR utilizando uma população 

segregante, os indivíduos podem apresentar uma banda de 400 pb se possuírem um 

alelo alternativo, ou uma banda de 100 pb se possuírem o outro alelo (alelo específico), 

enquanto que os indivíduos heterozigotos apresentaram as 2 bandas (Figura 6).  
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Figura 5. Ilustranda a posição e orientação dos primers de PCR do ensaio de marcador TSPCR 
alelo-específico, em relação ao DNA. Adaptado de HAYDEN et al. (2009). 
 

 As metodologias de genotipagem somente citadas e as descritas acima podem 

ser implemanentadas pelos programas de melhoramento genético. Essas metodologias 

devem ser escolhidas de acordo com custo, precisão, agilidade, disponibilidade de 

equipamentos, dificuldade de desenvolvimento dos ensaios e potencial para detecções 

de ensaios em multiplex (RAFALSKI, 2002). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Gel de agorose 2%, mostrando o produto de amplificação da metodologia TSPCR. M 
(marcador de pares de base); CC (produto alelo-especifíc); TT (produto alelo alternativo) e CT 
(heterozigoto Adaptado de HAYDEN et al. (2009). 
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Identificação de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) em regiões 

gênicas regulatórias potencialmente associadas ao conteúdo de óleo e proteína em 

sementes de soja 
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1. Resumo  

 

O objetivo deste trabalho foi identificar e validar SNP em regiões gênicas associadas ao 

conteúdo de óleo em genótipos divergentes para essas características. Para isso, foram 

desenhados “primers” para amplificar regiões especificas dos transcritos de 19 genes 

candidatos, em seis genótipos contrastantes para os caracteres teor de óleo. O 

sequenciamento dessas regiões gênicas, possibilitou a identificação de 81 SNP e 26 

INDELs em 31,2 Kpb de sequencias, sendo a média de um SNP para cada 292 pb. Com 

o intuito de obter informações sobre a expressão dos transcritos dos 19 genes candidatos 

selecionados em soja, foi feito um alinhamento por meio do algoritmo BLASTn, contra 

bibliotecas de ESTs derivadas de sete tecidos de soja, depositados no banco de dados do 

NCBI. Os resultados mostraram que todos os transcritos selecionados dos genes ADPRI 

e G3PDH foram expressos constitutivamente, enquanto que os transcritos dos genes 

ABI3, ACC, AMIP, ARAF, ASIL, CLPPR, CPT, DGAT, DOF4, FUS3, LEC1A, 

LEC1B, LPCAT, MDH e WRI, apresentaram expressão órgão-específica nas sete 

bibliotecas testadas. Primers de genotipagem TSPCR (Temperature-Switch Polymerase 

Chain Reaction) foram utilizados para discriminar os alelos de SNP em três populações 

de RILs. Os polimorfismos identificados por meio do sequenciamento foram 

inicialmente testados nos respectivos genitores, sendo para isso, desenhados 17 

conjuntos de primers de genotipagem TSPCR (Temperature-Switch Polymerase Chain 

Reaction). Somente os primers TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes AMIP-

5, AMIP-3, ABI3, LEC1B, ARAF, LPCAT, mostraram-se polimórficos sem bandas 

inespecíficas e/ou marcação de bandas fracas nos respectivos progenitores. Os primers 

de genotipagem TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes AMIP-5, AMIP-3, 

ABI3 e LEC1B amplificados em 176 progênies F6 da população PI371611 x CD222. Os 

primers TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes ARAF, LPCAT, e LEC1B 

foram genotipados em 236 progênies na geração F6, derivadas do cruzamento 

CD01RR8311 x SUPREMA. Enquanto que os primers TSPCR, desenhados para 

detectar o polimorfismo presente nos genes ABI3 e LEC1B foram amplificados em 170 

progênies F6, derivadas do cruzamento entre A7002 x CD219. Apenas o polimorfismo 

(A/C) do gene ABI3, apresentou associação significativa para teor de proteína na 

população de mapeamento A7002 e CD219, explicando 4,7 % da variação fenotípica. 
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2. Introdução  

 

Com uma produção estimada em 72 milhões de toneladas de grãos para a safra 

2011/2012, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja (Glycine max (L.) 

Merrill) e deverá tornar-se o maior exportador desta leguminosa ainda neste ano 

agrícola (USDA, 2012). O sucesso do cultivo da soja é atribuído à combinação dos seus 

altos teores de proteína (cerca de 40%) e óleo (cerca de 20%), juntamente com níveis 

satisfatórios de produtividade de grãos em diversas condições edafoclimáticas. 

A importância econômica dessa cultura está pautada na possibilidade de extrair 

do grão um óleo de qualidade desejável tanto para a alimentação humana quanto para a 

produção de biodiesel, e do farelo (resultante do esmagamento do grão para a produção 

do óleo de soja), o qual apresenta elevado teor protéico, podem ser elaboradas rações 

animais de excelente valor nutricional. 

O desenvolvimento de cultivares produtivas com incremento significativo no 

teor de proteína e/ou de óleo está entre os principais objetivos dos programas de 

melhoramento genético de soja (MAHMOUD et al., 2006). O conteúdo de proteína e 

óleo dos grãos de soja tem controle genético quantitativo, sendo influenciado pelo 

ambiente (BONATO, 2000). A existência de correlação negativa entre teores de 

proteína e óleo nos grãos de soja tem impedido o aumento simultâneo dessas 

características nas linhagens comerciais (RODRIGUES et al., 2010).  

O acúmulo de óleo e proteína em sementes de soja faz parte do processo de 

maturação das sementes, um programa de desenvolvimento altamente controlado a nível 

transcricional, o qual é definido nos tecidos de embriões, uma vez que a morfogênese é 

alcançada (FAWCETT et al., 1994; O’HARA et al., 2002; BAUD e GRAHAM, 2006). 

Ativação dos genes chaves em Arabidopsis thaliana, também chamados de 

reguladores mestres do processo de maturação, inclui membros da superfamília do 

domínio B3, ou seja, membros da rede AFL (ABI3, LEC2, e FUS3) (BAUD e 

LEPINIEC, 2010). Os membros da rede AFL, atuam em conjunto com LEC1, um fator 

de transcrição do tipo CAAT binding factor (CBF). Foi proposto por BAUD e 

LEPINIEC (2010) um modelo da regulação transcricional da biossíntese de 

triacilglicerol (TGA), onde os membros da rede AFL, juntamente com LEC1 ligam-se a 

domínios específicos da molécula de DNA ativando genes envolvidos; i) no 

metabolismo primário; ii) na síntese de ácidos graxos; iii) na montagem de TGA e; iv) 

na modificação dos ácidos graxos. 
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Possivelmente, a identificação de novos reguladores e dos principais precursores 

metabólicos relacionados à biossíntese de óleo e de proteínas em sementes de soja irá 

facilitar a obtenção de genótipos de soja com características superiores. 

Dois precursores metabólicos envolvidos na biossíntese de TGA são; i) o 

glicerol-3-fosfato (G3P) que fornece a cadeia de glicerol necessária para a síntese de 

moléculas TAG, ii) a descarboxilação oxidativa do piruvato plastidial, pelo complexo 

piruvato desidrogenase (PDC), produz CO2 e acetil-CoA, sendo este último usado como 

um precursor na síntese de novo ácido graxo nos plastídios (JOHNSTON et al., 1997; 

LIN et al., 2003).  

A identificação de novos marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism), a 

partir de genes candidatos, envolvidos tanto na regulação ou diretamente nas vias 

biossintéticas de acúmulo de óleo e/ou proteína em sementes de soja, pode acelerar a 

obtenção de variedades com maior teor de óleo e/ou proteína, em um menor espaço de 

tempo. 

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo identificar e validar SNP 

em regiões gênicas associadas ao conteúdo de óleo e/ou proteína, em cultivares 

divergentes do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS-UFV). 

 

3. Materiais e Métodos  

 

3.1. Escolha do material genético 

 

Foram utilizados os genótipos de soja CD222, SUPREMA, CD219, 

CD01RR83841, A7002, PI371611, contrastantes para o teor de óleo e/ou proteína na 

semente, oriundos do banco de germoplasma do Programa de Melhoramento da 

Qualidade da Soja, em desenvolvimento no BIOAGRO/Universidade Federal de Viçosa 

(PMQS/BIOAGRO/UFV). Estes materiais foram plantados em casa de vegetação e as 

folhas foram coletadas aos 15 dias após o plantio para a extração do DNA, usando a 

metodologia proposta por DOYLE & DOYLE (1990), com modificações. A 

concentração e qualidade do DNA foi determinada por meio do espectrofotômetro 

NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). O DNA obtido foi 

também submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, para avaliar a qualidade. 

Com base na concentração estimada, procedeu-se à diluição das amostras para uma 

concentração final de 15 ng/μL. 
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3.2. Seleção dos genes candidatos e desenho de primers 

 

Com base em informações disponíveis na literatura, foram selecionados 19 

genes candidatos, que de acordo com a literatura estão diretamente relacionados com 

acúmulo de óleo e/ou proteína no grão de soja. 

Os genes candidatos selecionados, ou codificam enzimas da via de biossíntese 

de ácido graxos, ou são fatores de transcrição envolvidos na regulação de genes 

envolvidos no acúmulo de óleo e/ou proteína. Foram também selecionados genes 

envolvidos no direcionamento e transporte de moléculas em sementes de soja ou em 

outras espécies. Na Tabela 1 estão listados os genes selecionados e suas respectivas 

funções, além das referências bibliográficas. 

As sequências parciais dos genes listados na Tabela 1 ou de genes homólogos, 

foram obtidas a partir do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). As 

sequências gênicas completas (regiões promotoras, regulatórias, terminadoras, introns e 

exons) foram obtidas realizando um BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) no 

banco de dados PHYTOZOME (http://www.phytozome.net/soybean), onde está 

depositado o genoma da soja sequenciado (SCHMUTZ et al., 2010).  

A seleção de cada gene candidato seguiu os seguintes critérios: i) ser copia única 

ou no máximo 2 cópias; ii) apresentar valor de e-value igual ou próximo a zero e iii) 

apresentar anotação funcional no PHYTOZOME. 

Visando a amplificação das regiões selecionadas para cada gene candidato, 

foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores (primers) usando o programa “Primer3 

Input Program” (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Para 14 dos genes candidatos, 

primers foram desenhados nas regiões regulatórias (5’UTR e 3’UTR). Para cinco dos 

genes candidatos (Dof4, Dof11, MDH, LEC1A e LEC1B), por apresentarem sequencias 

genômica curtas, foram desenhados de três a quatro pares de primers para cada gene 

candidato, com o objetivo de amplificar e sequenciar todo o gene. 

Os primers foram desenhados seguindo os parâmetros: i) o fragmento a ser 

amplificado variando de 600 a 1000 pb (pares de bases); ii) tamanho do primer entre 19 

e 25 pb; iii) temperatura de anelamento entre 59 e 61oC; e iv) conteúdo de CG% entre 

40 e 60%.  Cada primer desenhado foi testado quanto a sua estabilidade termodinâmica 

usando o programa Primer Select 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA), enquanto que à 

especificidade foi testada pelo programa PCR virtual (iPCR) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
http://www.phytozome.net/soybean
http://frodo.wi.mit.edu/primer3
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(http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html) e pelo banco de dados 

PHYTOZOME. Após serem testados, os primers foram sintetizados pela empresa 

BIONEER (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). 

http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html
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Tabela 1. Genes candidatos selecionados com os códigos e as funções das proteínas por eles codificadas em soja ou em plantas relacionadas. 
Bem como as referências bibliográficas e os transcritos selecionados do banco de dados phytozome  

Gene candidato Código Função Transcritos 
Selecionados Referências 

Fator de transcrição Dof4 Dof4 Regulação de genes envolvidos na biossíntese 
de ácidos graxos. Glyma17g08950.1 WANG et al., 2007 

 

Fator de transcrição Dof11 Dof11 Regulação de genes envolvidos na biossíntese 
de ácidos graxos. Glyma13g40420.1 WANG et al., 2007 

 

Fator de transcrição LEC1-A LEC1-A Regulação da síntese de proteínas de reserva. Glyma07g39820.1 VERDIER et al. 2008 
 

Fator de transcrição LEC1-B LEC1-B Regulação da síntese de proteínas de reserva. Glyma17g00950.1 VERDIER et al. 2008 
 

Fator de transcrição Insensível 
ao ABA 3 ABI3 Regulação do desenvolvimento da semente. Glyma08g47240.1 

Glyma18g38490.1 WESELAKE et al., 2009 

Fator de ribosilação ADP-
dependente ADPRI Direcionamento e transporte de moléculas. Glyma19g00200.1 

Glyma05g08700.1 WEI et al., 2008 

Fator de transcrição FUS3 FUS3 Regulação do desenvolvimento da semente. Glyma19g27340.1 
Glyma16g05480.1 WESELAKE et al., 2009 

Fator de transcrição 
WRINKLED1 WRI 1 Regulação do acúmulo de óleo durante o 

desenvolvimento da semente. 
Glyma15g34770.1 
Glyma08g24420.1 BAUD et al., 2007 

Fator de transcrição 
ASIL ASIL Regulação do desenvolvimento da semente. Glyma07g04790.1 

Glyma16g01370.1 BAUD et al., 2010 

Malato Desidrogenase Nodule-
Enhanced MDH Assimilação de nitrogênio. Glyma17g10880.1 IMSANDE et al. 2001 

Alfa-L-Arabinofuranosidase ARAF Hidrólise de hemicelulose. Glyma19g30450.1 
Glyma03g27460.2 

WEI et al., 2008 
 

Permease de aminoácido AMIP Aumento do teor de proteínas de reserva. Glyma12g03580.1 
Glyma11g11440.1 

WEIGELT et al., 2008 
 

Subunidade proteolítica da 
protease Clp ATP-dependente CLPPRO Captação de aminoácidos para síntese de 

proteínas de reserva. 
Glyma10g01550.1 
Glyma02g01510.1 WEI et al., 2008 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase G3PDH Via biossintética dos triacilgliceróis. Glyma18g01330.1 

Glyma11g37360.1 VIGEOLAS et al., 2007 
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Diaciglicerol aciltransferase DGAT Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma09g07520.1 
Glyma13g16560.1 BAUD et al., 2010 

Colinafosfotransferase CPT Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma12g08720.1 
Glyma02g14210.1 BAUD et al., 2010 

Lisofosfatidilcolina 
aciltransferase LPCAT Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma05g03510.1 

Glyma17g14070.1 BAUD et al., 2010 

Fosfolipídeos diacilglicerol-
aciltransferase PDAT Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma13g16790.1 

Glyma17g05910.1 BAUD et al., 2010 

Acetil-CoA-carboxilase ACC Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma06g11120.1 
Glyma04g11550.1 BAUD et al., 2010 
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3.3. Reações de amplificação e sequenciamento  

 

As reações de amplificação foram feitas para um volume final de 30 μL, usando-

se 1U de Platinum®Taq DNA polimerase; Tris-HCl 20 mM pH 8,4; KCl 50 mM; 

MgCl2 1,5 mM; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 μM de cada primer e 30 ng de DNA molde. 

As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador Eppendorff (AG-

22331), inicialmente a 94 oC por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94 oC por 30 

segundos, 55 oC por 30 segundos e 72 oC por 60 segundos. Realizadas as reações de 

amplificação, os produtos gerados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1,7%, contendo brometo de etídeo, e fotodigitalizados utilizando o sistema L-PIX 

(Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil).  

Quando apenas o único produto de amplificação esperado foi gerado, estes 

foram purificados usando-se o kit ExoSAP IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio, 

EUA) na proporção de 6 μL de ExoSap e 18 μL de produto de PCR. Posteriormente, as 

amostras purificadas foram sequenciadas pelo método didesoxi, utilizando o 

sequenciador ABI3730xl (Applied Biosystems). As reações de sequenciamento foram 

feitas pela empresa Macrogen (Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, Korea). As 

sequências obtidas foram editadas usando-se o programa SEQUENCER 4.1.4 (Genes 

Code Corporation) e alinhadas pelo programa ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). As mesmas sequências foram 

também editadas e alinhadas pelo programa CodonCode Aligner 

(http://www.codoncode.com/aligner/). 

 

3.4. Análise de expressão in silico 

 

Objetivando-se obter informações sobre a expressão dos genes candidatos 

selecionados, foi feito um alinhamento por meio do algoritmo BLASTn, das sequências 

codificadoras dos transcritos codificados pelos 19 genes candidatos, bem como dos 

transcritos alternativos, contra bibliotecas de ESTs (Expressed Sequence Tag)  de soja, 

depositados no banco de dados do NCBI. As bibliotecas comparadas foram construídas 

a partir de embriões somáticos, cotilédones, flores, folhas, vargem/sementes, planta 

inteira e meristema. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.codoncode.com/aligner/
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O ponto de corte utilizado foi um E-value menor ou igual a 1e-100, respeitando 

um ponto de corte mínimo de 90 % de identidade e 100 pares de base (pb) de cobertura, 

respectivamente. 

 

3.5. Populações  

 

Para a validação dos SNP relacionados às características em estudo, foram 

desenvolvidas três populações de linhagens endogâmicas recombinantes (Recombinant 

Inbred Lines - RILs), originadas dos cruzamentos entre genótipos contrastantes (A7002 

X CD219, PI371611 X CD222 e SUPREMA X CD01RR8384). As variedades A7002 e 

SUPREMA foram obtidas originalmente pela empresa AVENTIS, atualmente adquirida 

pela empresa NIDERA sementes, tendo como característica alto teor de óleo. Os 

genótipos CD219, CD01RR8384 (resistentes ao glifosato) e CD222 (alto teor de óleo) 

são variedades comerciais da empresa COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa 

Agrícola). Já o genótipo PI371611, é um acesso originalmente classificado para alto 

teor de óleo, também fornecido pela COODETEC. 

Os cruzamentos foram iniciados no ano agrícola de 2006/2007 na Universidade 

Federal de Viçosa (UFV). Incialmente plantas F1 foram plantadas em casa de vegetação, 

posteriormente as sementes F2 foram plantadas e avançadas até a geração F2:8, usando o 

método descendente de uma única semente (Single Seed Descent - SSD) como 

reportado por BRIM (1966).   

As sementes F2 foram plantadas em janeiro de 2008 na estação experimental da 

COOPADAP (Cooperativa Agropecuária do Alto Paranaíba) no município de São 

Gotardo, Minas Gerais, Brasil. Em outubro de 2009 sementes F3 foram plantadas no 

campo experimental da UFV em Rio Branco, Minas Gerais, Brasil. Em junho de 2010, 

sementes F4 também foram plantadas no campo experimental da UFV em Rio Branco. 

As sementes F5 foram plantadas e avançadas até a geração F6 em casa de vegetação da 

UFV, no ano de 2011. No ano agrícola 2011/2012 foi montando um experimento na 

estação experimental da COOPADAP, São Gotardo – MG, para avaliar o 

comportamento das três populações de mapeamento. Para a população CD01RR8384 x 

SUPREMA foi montado um ensaio com duas repetições, contendo 236 linhagens e os 

dois genitores; para a população CD219 x A7002 foram avaliadas 170 linhagens e os 

respectivos genitores em um ensaio com três repetições; para a população PI371611 x 

CD222 foram avaliadas 176 linhagens e os dois genitores em um ensaio com duas 
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repetições. Os três ensaios foram montados no delineamento de blocos casualizados, 

com parcelas de 2 metros, espaçadas em 0,5 metro, com densidade de semeadura de 13 

a 15 sementes por metro. O número de repetições variável de uma população para outra, 

deu-se em função da limitada quantidade de sementes disponível. 

 

3.6. Extração do DNA  

 

Para a genotipagem das populações RILs, foram coletadas folhas F6 das 

progênies 15 dias após o plantio para a extração e análise do DNA, usando a 

metodologia proposta por DOYLE & DOYLE (1990), com modificações. A 

concentração e qualidade do DNA foi determinada por meio do espectrofotômetro 

NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). O DNA obtido foi também 

submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, para avaliar a qualidade. Com base na 

concentração estimada, procedeu-se à diluição das amostras para uma concentração 

final de 15 ng/μL. 

 

3.7. Determinação dos teores de óleo e proteínas  

 

As determinações dos teores de proteína e óleo das populações RILs foram feitas 

no Laboratório de Bioquímica Molecular de Plantas/BIOAGRO/UFV. Sendo coletados 

10 g de sementes de cada progênie. As sementes foram trituradas em um moinho de 

forma a gerar granulometria adequada para leitura em espectrômetro infravermelho 

próximo (FT-NIR, equipamento Thermo Scientific, modelo Antaris II).  

 

3.8. Analise estatística dos dados 

 

3.8.1. Teste de normalidade 

 

3.8.1.1. Teste de assimetria 

 

O coeficiente de assimetria fornece o grau de desvio, ou afastamento da simetria, 

de uma distribuição de dados. Em uma distribuição simétrica tem-se igualdade dos 

valores da média, mediana e moda. A estimativa do coeficiente de assimetria (s) de uma 

variável X, numa amostra de tamanho n, é dada por: 
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Se o resultado for zero, a distribuição é simétrica, se o resultado for negativo, a 

distribuição é assimétrica negativa (inclinada para a esquerda) e se o resultado for 

positivo, a distribuição é assimétrica positiva (inclinada para a direita). 

As hipóteses Ho: s = 0 e Ha: s ≠ 0 serão testadas pelo teste t: 
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O valor de t calculado será comparado ao de t tabelado, a nível α de 

probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |tcal| ≥ ttab, rejeita-se Ho. (SCHUSTER 

e CUZ, 2004). 
 

3.8.1.2. Teste de curtose 

 

Curtose é o grau de achatamento de uma distribuição, considerado usualmente 

em relação à distribuição normal. Segundo SCHUSTER e CRUZ (2004), para se 

estimar o grau de curtose (k) de uma variável X, utiliza-se a seguinte fórmula: 
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Se o resultado for zero, a distribuição de freqüências é a própria distribuição 

normal, sendo chamada de mesocúrtica (k = 0), se o resultado for negativo (k < 0), a 

distribuição é achatada (alta variabilidade) e chamada de planicúrtica e se o resultado 

for positivo (k > 0), a distribuição é concentrada em torno da média (alta 

homogeneidade) e chamada de leptocúrtica. 

Para testar a hipótese Ho: k = 0 vs Ha: k ≠ 0 tem-se o teste t: 
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Este valor de t calculado será comparado ao valor de t tabelado, a nível α de 

probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |tcal| ≥ ttab, rejeita-se Ho. 

 

3.8.1.3. Teste de Lilliefors 

 

O teste de Lilliefors apresenta o mesmo princípio que o teste de qui-quadrado 

(χ2), porém considera os dados individualmente, ou seja, dada uma amostra de tamanho 

n, agrupam-se os dados em k classes, podendo-se formar uma distribuição de freqüência 

com intervalos de classes iguais a 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 do desvio padrão. As freqüências 

esperadas (FEi) de cada classe são encontradas de acordo com a distribuição normal 

reduzida z, multiplicando-se a área de cada classe pelo número total de observações (n) 

e as freqüências observadas (FOi) são os números de observação de cada classe (ni). 

Para isso, obtêm-se os valores de z com a introdução de uma modificação, ampliando o 

seu uso para os casos em que a média e a variância não são conhecidas, mas sim 

estimadas através dos dados da amostra, como segue: 

  

 
s

XXz i
i

−
=

, 

em que: 

 zi = valor da variável normal padronizada da classe i; 

 Xi = valor máximo da classe i; 

 X  = média geral da amostra de dados; 

 s = desvio padrão da amostra de dados. 

 Na maioria das vezes, o teste de Lilliefors é mais poderoso que o χ2. 

 O teste de Lilliefors pressupõe o cálculo de todos os zi, os quais devem 

ser ordenados para as seguintes considerações: 

 F(zi) = FEi ≤ zi = valor da tabela de distribuição normal reduzida (área); 

 S(zi) = FOi ≤ zi =ni/n, em que: 

 ni = número de valores observados ≤ zi; 
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 n = número total de observações da amostra. 

 D= Máximo |F(zi) - S(zi)|. 

 

 O teste é bilateral, como segue: 

 Ho: é razoável estudar os dados através da distribuição normal; 

 Ha: não é razoável estudar os dados através da distribuição normal. 

 Rejeita-se a hipótese de nulidade quando Dcal ≥ Dtab, em um nível α de 

probabilidade com n observações, caso contrário não se rejeita Ho 

 Deve-se lembrar, porém, que a não rejeição de Ho indica apenas que esta 

é uma razoável aproximação da distribuição conhecida. 

 

3.8.2. Análise de variância 

 

A análise de variância dos caracteres teor de óleo e proteína quantificados nas 

três populações de mapeamento foi feita utilizando o modelo indicado abaixo, realizada 

segundo o delineamento em blocos completos casualizados. 

 

,ijjiij BTY εµ +++=  

 

em que Yij é o valor observado da característica no i-ésimo tratamento (família ou 

testemunha) no j-ésimo bloco; µ é a média geral; iT  é o efeito do i-ésimo tratamento. 

Para (i = 1, 2,..., g) tem-se o efeito aleatório ou fixo para os genótipos e (i = g + 1, 

g + 2,..., g + t)  tem-se  o  efeito fixo  para as testemunhas; Bj é o efeito do j-ésimo bloco 

(j = 1,2,...,r); εij é o erro aleatório, εij ~NID (0, σ2 ). 

 

O esquema da análise de variância, com base neste modelo, está apresentado na Tabela 

2. 
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Tabela 2. Esquema da análise de variância do modelo em blocos completos 
casualizados                

FV GL QM             E(QM)                         F           
Blocos r-1 QMB 22

bTσσ +   

Tratamentos T-1 
 

QMT 
 Trφσ +2  QMt/QMr 

Resíduo (r-1)(T-1) QMR 2σ   

Total rT-1              
     

Sendo T = g + t o número total de tratamentos 

As médias; somas dos quadrados e quadrados médios foram obtidos por meio 

das seguintes expressões: 

 

Média geral = 
Tr

Y

Tr
YM

T

i

r

j
ij∑∑

= === 1 1.. ; tg CC
Tr
YC +==

2
..  

  
 

Média dos genótipos = 
gr

Y

gr
Y

M

g

i

r

j
ij

g
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gr
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C g
g

2

=  

 

Obtiveram-se as estimativas dos parâmetros da seguinte forma:  

 

 Variabilidade genética:    
r

QMRQMG
g

−
=2σ̂   

Coeficiente de variação genético: 
( )

g

g
g M

CV
2ˆ100

%
σ

=  

3.8.3. Análise associativa  

 

A analise de associação marcador-característica foi determinada pela análise de 

marca simples, por meio de regressão linear. Desta forma, o seguinte modelo foi 

utilizado: 

Yj = β0 + β1X1j + εj 

 

em que: 

Yj = é o valor fenotípico da característica quantitativa avaliada no j-ésimo 

indivíduo da população; 

Xj = é o código do marcador (MM = 2, Mm = 1 e mm = 0); 
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β0  = intercepto da regressão (média da característica); 

β1 = inclinação da reta para efeito aditivo; 

εj = erro aleatório manifestado na característica no j-ésimo indivíduo. 

 
Assim, na avaliação de N (N = 1.000) indivíduos em cada geração os dados 

foram codificados conforme a Tabela 3. 

 
Tabela 3. Código para os valores fenotípicos da característica de acordo com os 
genótipos dos marcadores 

Genótipo do 
marcador 

Número de 
indivíduos 

Valores da 
característica 

Código de X 

MM n1 У11, У21,... Уn1,1 2 

Mm n2 У12, У22,... Уn2,2 1 

mm n3 У13, У23,... Уn3,3 0 

 

Portanto, as matrizes a serem utilizadas no modelo Yj = β0 + β1X1j + εj são 

descritas a seguir: 

 

           X =                 e  ε=  

 

3.8.4. Recursos computacionais 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas empregando os aplicativos 

computacionais GENES (CRUZ, 2006) e GQMOL (CRUZ e SCHUSTER, 2004). 

 

3.9. Desenhos dos primers de genotipagem TSPCR 

 

Para investigar os polimorfismos identificados nos genes candidatos, foram 

desenhados primers de genotipagem TSPCR (Temperature-Switch Polymerase Chain 

Reaction) (HAYDEN et al., 2009). Os primers TSPCR foram desenhados com auxílio 

dos programas Primer 3 e Primer Select.  
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Foram desenhados para cada um dos polimorfismos selecionados, um par de 

primers loco específico-LE (R/F), com temperatura de anelamento (Ta) entre 60 e 65 
oC, visando amplificar fragmentos de 400 pb, e um primer informativo (primer alelo 

específico-ALE), com seu terminal 3’ complementar a um dos alelos presente no loco, 

com Ta entre 43 e 48 oC, ao qual é adicionado, no terminal 5’, uma cauda de 2 a 3 

nucleotídeos aleatórios e não complementares à sequência do DNA molde, para elevar o 

seu valor de Ta para 53 oC. Cada primer informativo forma produtos de amplificação 

com o tamanho de aproximadamente 100 pb com um dos dois primers loco específico. 

 

3.10. Genotipagem de SNP utilizando a metodologia TSPCR  

 

As reações de genotipagem dos polimorfismos selecionados nas populações 

segregantes RILs, foram realizadas em um volume total de 15 µL, contendo 1U de 

Platinum®Taq DNA polimerase; Tris-HCl 20 mM pH 8,4; KCl 50 mM; MgCl2 1,5 

mM; 0,1 μg/μL de soroalbumina bovina; 0,01% tween-20; 1,0% de formamida; 0,2 mM 

de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP); 0,083 μM do primer loco específico, 0,83 

μM do primer informativo e 30 ng de DNA molde. As reações de amplificação foram 

conduzidas em termociclador Eppendorff (modelo AG-22331), inicialmente a 94 oC por 

2 min, seguida de: 10 ciclos de 94 oC  por 30 s, 58 oC por 30 s e 72 oC por 60 s; 5 ciclos 

de 94 oC  por 10 s e 45 oC por 30 s; 15 ciclos de 94 oC  por 30 s, 53 oC por 30 s e 72 oC 

por 5 s. Realizadas as reações de amplificação, os produtos gerados foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etídeo (0,2 µg/mL), e 

fotodigitalizados, utilizando o sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia).  

 

4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Amplificação de fragmentos dos genes candidatos por PCR 

 

Para a obtenção dos fragmentos de interesse de cada gene candidato, foram 

feitas reações de amplificação por PCR, utilizando DNA total de folhas de soja e os 

primers específicos correspondentes para cada gene candidato. Realizadas as reações de 

amplificação, os produtos gerados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose. 

Quando mais de um produto de amplificação foram gerados, a reação foi repetida em 
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temperaturas de anelamento maiores, até se conseguir uma única banda ou descartar 

definitivamente este par de primers.  

Foram desenhados três conjuntos de primers (R/F) para o gene Dof4, enquanto 

que para os genes Dof11, MDH, LEC1A e LEC1B foram desenhados quatro conjuntos 

de primers, com objetivo de amplificar e sequenciar todo o gene. Para os genes Dof4 

(Glyma17g08950.1) e LEC1A (Glyma07g39820.1) somente um conjunto de primer de 

cada gene, produziram amplicons sem bandas inespecíficas de aproximadamente 500 pb 

(com aproximadamente 400 pb correspondente a região codificadora do gene). Para os 

genes Dof11 (Glyma13g40420.1) e LEC1B (Glyma17g00950.1), três conjuntos de 

primers desenhados para cada gene, geraram amplicons sem bandas inespecíficas (cada 

amplicon variando de 400 a 500 pb). No entanto, todos os conjuntos de primers 

desenhados para o gene MDH (Glyma17g10880.1), produziram amplicons sem 

amplificação inespecífica. 

Para os 15 genes candidatos restantes listados na Tabela 1, as regiões 

regulatórias (5’UTR e 3’UTR) foram selecionadas para o desenho dos primers (R/F).  

Os primers desenhados na região 5’UTR dos transcritos dos genes ABI 

(Glyma08g47240.1), ARAF (Glyma19g30450.1), CPT (Glyma02g14210.1), G3PDH 

(Glyma18g01330.1), LPCAT (Glyma05g03510.1), PDAT (Glyma13g16790.1), WRI1 

(Glyma15g34770.1), DGAT (Glyma09g07520.1), bem como os primers desenhados na 

região 3’UTR dos transcritos dos genes ADPRI (Glyma05g08700.1), CPT 

(Glyma12g08720.1), FUS3 (Glyma19g27340.1), PDAT (Glyma17g05910.1), WRI1 

(Glyma15g34770.1) e DGAT (Glyma13g16560.1), geraram produtos de amplificação 

inespecíficos ou, em alguns casos, não geraram amplicons, sendo os primers 

descartados (resultados não mostrados). 

Todos os primers desenhados nas regiões regulatórias dos transcritos dos genes 

AMIP (Glyma12g03580.1 e Glyma11g11440.1), CLPPRO (Glyma10g01550.1 e 

Glyma02g01510.1), ACC (Glyma06g11120.1 e Glyma04g11550.1) e ASIL 

(Glyma07g04790.1 e Glyma16g01370.1), produziram amplicons com banda única.  

Quando apenas o único produto de amplificação esperado foi gerado para cada 

progenitor, estes foram posteriormente purificados com ExoSap e sequenciados. A 

figura 1 ilustra a escolha dos produtos de amplificação por PCR em gel de agarose 

1,7%. Os primers desenhados para o gene CPT geraram duas bandas e foram 

descartados, enquanto que os primers desenhados para os genes ABI3, FUS3 e ADPRI 
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produziram único produto de amplificação, sendo os produtos de PCR purificados e 

sequenciados. 

Todos os pirmers desenhados para a obtenção dos fragmentos de interesse em 

cada gene candidato, tiveram a especificidade testada pelo programa PCR virtual 

(iPCR) e pelo banco de dados PHYTOZOME. No entanto, a presença de várias cópias 

do mesmo gene no genoma da soja, provavelmente possibilitou a geração de produtos 

inespecíficos para alguns genes candidatos, pois os oligos específicos desenhados para 

cada gene candidato pode ter anelado em regiões inespecíficas do genoma. De acordo 

com SCHMUTZ et al. (2010), o genoma da soja passou por dois eventos de 

duplicações, que ocorreram  a cerca de 59 e 13 milhões de anos atrás, resultando em um 

genoma altamente repetido, com cerca de 75% dos genes presentes em múltiplas cópias. 

Estes dois eventos de duplicação foram seguidos por numerosos rearranjos 

cromossômicos.  

 

 
Figura 1. Análise eletroforética em gel de agarose (1,7%), mostrando a escolha dos produtos de 
amplificação por PCR, que foram purificados e sequenciados. Canaletas de 1 a 4 contêm os 
fragmentos amplificados a partir dos pares de primers desenhados para o gene CPT; canaletas 
de 5-12, 13-20 e 21-28, fragmentos amplificados a partir dos pares de primers desenhados para 
os genes ABI3, FUS3 e ADPRI. Canaletas M – Marcador de tamanho (GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder Plus – Fermentas). 
 

4.2. Sequenciamento e identificação de polimorfismos 

 

Os primers desenhados para amplificar regiões específicas de cada transcrito dos 

19 genes candidatos, e que produziram apenas o único produto de amplificação para seis 

Banda única:  

• Purificação (ExoSap) 

• Sequenciamento (ABI3730xl – Macrogen) 
2 bandas:  

• Descartado 

 M   1   2    3    4   5    6   7    8   9  10  11  12  13 14  15 16  17  18 19  20 21  22 23 24   25  26 27  28 M 

500pb 

1000pb 
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progenitores contrastantes do PMQS, foram purificados e sequenciados utilizando o 

sequenciador ABI3730xl. As sequências obtidas foram editadas usando os programas 

SEQUENCER 4.1.4 e CodonCode Aligner, e alinhadas pelo programa ClustalW para 

identificação dos polimorfismos. Na Figura 2, mostra o alinhamento e a identificação de 

três SNP e uma INDEL na região 3’UTR do transcrito do gene ADPRI 

(Glyma19g27340.1), utilizando o programa ClustalW. 

A identificação de SNP através de genes candidatos, consiste em 

sequenciamento direto de indivíduos contrastantes para característica estudada, 

subsequente alinhamento utilizando ferramentas de bioinformática, para posterior 

comparação das sequências na procura de SNP, está metodologia também foi utilizada 

com sucesso em diversos tipos de estudos, como em humanos (LAI et al., 1998; LEVY 

et al., 2009), bovinos (CALVO et al., 2006; ABATEPAULO et al., 2008), plantas 

(VAN et al., 2004; NOVAES et al., 2008), além de outros organismos (LIAO e LEE, 

2010). 

 

 
Figura 2. Alinhamento das sequencias utilizando programa ClustalW. Mostrando a 
identificação de três SNP e uma INDEL na região 3’UTR do gene ADPRI (Glyma19g27340.1) .  
 

 

Segundo BROOKES (1999), para que um dado polimorfismo seja considerado 

SNP, assume-se para um dado loco, que o alelo menos frequente na população tenha 

uma abundância acima de 1%. No presente trabalho, foram obtidos aproximadamente 

31,2 kpb de sequencias com boa qualidade, com valor de Phred superior ou igual a 30, 

sendo identificados 81 SNP e 26 INDELs, sendo a média de um SNP para cada 292 pb 

(Tabela 4). A frequência habitual de SNP relatados para genomas de plantas é de cerca 

de 1 SNP a cada 100-300 pb (GUPTA et al., 2001).  

SNP 2 SNP INDEL 
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Tabela 4. Regiões gênicas sequenciadas de cada transcrito e o respectivo número de 
polimorfismos encontrados 

Genes Transcritos 
Região dos Genes 

Total de pb compreendidos 

Número de 
polimorfismo 

      SNP       INDELs 
5’ UTR  Codificante 3’ UTR 

ABI3 Glyma08g47240.1 
Glyma18g38490.1 1640 - 822 5 0 

ACC Glyma06g11120.1 
Glyma04g11550.1 780 - 1450 2 1 

ADPRI Glyma19g27340.1 800 - 790 25 10 

AMIP Glyma12g03580.1 
Glyma11g11440.1 1640 - 1680 14 1 

ARAF Glyma19g30450.1 
Glyma03g27460.2 849 - 1630 8 3 

ASIL Glyma07g04790.1 1125 - 1520 0 2 

CLPPR Glyma10g01550.1 
Glyma02g01510.1 830 - 1230 0 0 

CPT Glyma12g08720.1 735 - 840 1 1 

DGAT Glyma09g07520.1 810 - 820 0 0 

Dof4 Glyma17g08950.1 - 490 - 3 1 

Dof11 Glyma13g40420.1 310 540 200 1 0 

FUS3 Glyma19g27340.1 
Glyma16g05480.1 - - 1630 3 2 

G3PDH Glyma18g01330.1 
Glyma11g37360.1   1010 4 1 

LEC1A Glyma07g39820.1 150 350 - 0 0 

LEC1B Glyma17g00950.1 120 1266 - 2 2 

LPCAT Glyma05g03510.1 
Glyma17g14070.1 780 - 1520 7 2 

MDH Glyma17g10880.1 110 1206 105 1 0 

PDAT Glyma17g05910.1 810 - - 5 0 

WRI Glyma08g24420.1 - - 610 0 0 

Total  11489 3852 15857 81 26 
 

Em soja, a frequência de SNP é relativamente baixa em comparação com outras 

espécies agrícolas cultivadas (ZHU et al., 2003; HYTEN et al., 2006). A baixa 

frequência de sequências variantes nas cultivares modernas é esperada, devido à baixa 

variabilidade genética do ancestral selvagem G. soja e principalmente, pela perda de 50 

% da diversidade genética durante o processo de domesticação da soja (HYTEN et al., 

2006). 
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No trabalho realizado por SCALLOM et al. (1987) com genótipos de soja 

divergentes, 3543 pb do gene Gy4 que codifica uma das proteínas de reserva no grão, 

foram analisados, possibilitando a identificação de três SNP. ZAKHAROVA et al. 

(1989) compararam 789 pb de sequências de cDNAs do gene que codifica para a 

subunidade A3B4 da proteína glicinina em três cultivares e encontraram dois SNP. ZHU 

et al. (2003) realizou um estudo com as principais variedades de soja cultivadas nos 

Estados Unidos, neste trabalho foram sequenciados 66,6 Kpb, sendo 28,7 kpb de 

sequências codificantes e 37,9 kpb de sequencias não-codificantes, sendo identificado 

250 SNP, com uma frequência de 1 SNP a cada 270 pb.  

  

4.3. Análise de expressão gênica em Northern Eletrônico 

 

Com o intuito de obter informações sobre a expressão dos genes candidatos 

selecionados em soja, foi feito um alinhamento por meio do algoritmo BLASTn, das 

sequências codificadoras dos  transcritos codificados pelos 19 genes candidatos 

selecionados, contra bibliotecas de ESTs derivadas de sete tecidos de soja, depositados 

no banco de dados do NCBI. A Figura 3 mostra o número de vezes que cada read 

formador de um EST apareceu expresso em cada biblioteca. 

Os resultados demonstraram que os transcritos dos genes ADPRI 

(Glyma19g00200.1, Glyma19g00200.2, Glyma19g00200.3, Glyma19g00200.4 e 

Glyma05g08700.1) e G3PDH (Glyma18g01330.1, Glyma18g01330.2 e 

Glyma11g37360.1) foram expressos constitutivamente nas sete bibliotecas testadas. 

Apesar dos transcritos apresentarem expressão em todas as bibliotecas, o maior numero 

de hits, foi detectado nas bibliotecas de folhas, embriões somáticos, cotilédones e planta 

inteira.  

A expressão constitutiva dos genes ADPRI e G3PDH nas sete bibliotecas 

testadas demonstrando que estes genes podem estar desempenhando um papel 

fundamental no acúmulo de óleo em sementes soja. WEI et al. (2008) analisaram a 

expressão diferencial de genes, utilizando sementes de soja com diferentes estágios de 

maturação de duas cultivares contrastantes para teor de óleo. Neste estudo, os autores 

verificaram uma alta expressão do gene ADPRI, em todos os estágios de maturação 

avaliados na cultivar que apresentava alto teor de óleo.  

Foi proposto por PERRY et al. (1999) que a disponibilidade de G3P restringe a 

taxa global de acúmulo de TAG. Em concordância com esse estudo, anos mais tarde 

http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?code=vtls000391685&opt=1
http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?code=vtls000391685&opt=1
http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?code=vtls000391685&opt=1
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através de uma abordagem transgênica, baseando-se na expressão semente-específica de 

um gene de levedura que codifica G3PDH em canola, foi demonstrado que o nível de 

G3P aumentou de três a quatro vezes em sementes em desenvolvimento, resultando em 

um aumento de 40% no conteúdo final de óleo nas sementes (VIGEOLAS et al., 2007).  

Os transcritos dos genes DOF11 (Glyma13g40420.1 e Glyma15g04980.1) e 

PDAT (Glyma13g16790.1 e Glyma17g05910.1), não foram detectados em nenhuma 

das bibliotecas testadas. Transcritos dos genes ABI3, ACC, AMIP, ARAF, ASIL, 

CLPPR, CPT, DGAT, DOF4, FUS3, LEC1A, LEC1B, LPCAT, MDH e WRI, 

apresentaram expressão somente em algumas bibliotecas.  
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                  Figura 3. Análise de expressão virtual dos transcritos selecionados dos 19 genes candidatos. Expressão detectada em sete 
                  bibliotecas de EST, utilizando as sequências codificadores dos genes selecionados. 
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4.4. Avaliação genética e estatística das populações de mapeamento 

 

4.4.1. Testes de normalidade 

 

 As características teor de óleo e proteína nas três populações de RIL’s 

apresentou distribuição aproximadamente normal (P < 0,01), como pode ser observado 

na Tabela 5 e confirmado pelas estimativas não significativas de assimetria, curtose e 

valor D do teste de Lilliefors. Este fato indica a existência de variação contínua e a 

possibilidade de que vários genes estejam envolvidos no controle destas características 

nestas populações, possibilitando o emprego de métodos de estimação de QTLs e testes 

estatísticos de significância que pressupõe uma distribuição normal dos dados. 

 

4.4.2. Análise de variância 

 

Os resultados das análises de variância dos caracteres teor de óleo e proteína 

quantificados nas três populações de mapeamento estão apresentadas na Tabela 6. O 

coeficiente de variação ambiental mostrou-se inferior a 5% para os dois caracteres 

avaliados nas três populações, indicando uma ótima precisão experimental e que grande 

parte da variação total observada é consequência da variância genética. Estes valores 

estão próximos aos encontrados por CHUNG et. al. (2003) para a característica teor de 

proteína e por RODRIGUES et al. (2010) para as características teor de óleo e proteína. 

Nas três populações foi detectada variabilidade genética entre os tratamentos 

para os caracteres teor de óleo e proteína, condição esta essencial para a detecção de 

QTLs. 
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                                     Tabela 5. Estimativas dos valores de curtose, simetria e D para a distribuição dos caracteres teor de 
                                     óleo e proteína das três populações de RILs avaliadas na safra 2011/2012, em São Gotardo - MG 

 Populações RILs A7002 X CD219   SUPREMA X CD01RR8384  PI371611 X CD222  

                                Teor de proteína   

 Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1)  

Estimativa 3,02 0,35 0,11*  3,813 0,1812 0,0596ns  2,74 -0,031  0,054ns 

 

Variância 0,035 0,035  -  0,025 0,0251  -  0,034 0,034 - 

Valor de t 0,054 1,85 -  2,577 1,144 -  -0,719 -0,171  - 

Probabilidade (%) 95,58 6,06 -  0,983  25,18 >1,00% 
<5,00%  52,073 85,86 - 

                                             Teor de Óleo  
Estimativa 3,20 -0,0845ns  0,034ns  3,44* -0,386 0,576ns  2,69 0,0134 0,0435ns 

 
Variância 0,035 0,0347 -  0,025 0,025   0,034 0,0335 - 

Valor de t 0,53 -0,4536 -  1.41 -2,44   -0,87 0,0733  - 

Probabilidade (%) 60,03 65,49 -  15.49 1,44 >1,00% 
<5,00%  61,05 93,963 - 

                                         (1) Estatística D para o Teste de Lilliefors. 
                                             (*) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; (ns) – Não significativo pelo teste t. 
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Tabela 6. Resumo da análise de variância dos caracteres teor de óleo e proteína das três 
populações de RILs derivada dos cruzamentos A7002 x CD219, SUPREMA x 
CD01RR8384 e PI371611 x CD222, avaliadas na safra 2011/2012, em São Gotardo - 
MG 

Populações RILs  

 A7002 X CD219   SUPREMA X CD01RR8384  PI371611 X CD222  

FV GL  Óleo  Proteína   GL  Óleo  Proteína   GL  Óleo  Proteína   

Blocos 2 2,94 2,78  1 0,368 1,20  1 6,96 0,027 

 

Tratamentos 171 1,69** 4,55**  237  1,42**    2,94**  176 1,63** 3,38** 

Resíduo 336 0,34 0,65  216 0,34 0,63  172 0,38 1,10 

Média - 21,38 36,95  - 22,58 36,12  - 20,42 38,15 

CV(%) - 2,72 2,19  - 2,59 2,20  - 3,00 2,74 

Limite Inferior - 18,22 33,42  - 19,80 31,87  - 17,59 33,99 

Limite Superior - 24,05 41,57  - 25,66 40,39  - 22,71 41,96 

** significativo a 1 % de probabilidade 
 

4.5. Teste com os primers TSPCR  

 

A genotipagem dos polimorfismos nas três populações RILs, foram feitas por 

meio da metodologia TSPCR (HAYDEN et al., 2009). Na Tabela 7 estão listadas as 

sequencias dos 17 conjuntos de primers TSPCR desenhados para cada polimorfismo 

testado. Com exceção do gene ADPRI (Glyma19g27340.1), onde foram selecionados 

três polimorfismos para o desenho dos primers TSPCR, para os demais genes 

candidatos foi selecionado um único polimorfismo. Após serem sintetizados, os primers 

TSPCR foram submetidos a reações de PCR em condições reacionais padronizadas, nos 

2 progenitores onde se identificou o respectivo polimorfismo por sequenciamento. 

Inicialmente, os SNP e INDELs identificados nos genes ADPRI 

(Glyma19g27340.1), ARAF (Glyma03g27460.2), ABI3 (Glyma18g38490.1), LEC1B 

(Glyma17g00950.1), PDAT (Glyma17g05910.1), G3PDH (Glyma18g01330.1), FUS3 

(Glyma16g05480.1), CPT (Glyma12g08720.1) e DOF4 (Glyma17g08950.1), foram 

testados nos progenitores (A7002 e CD219), com objetivo de confirmar esses 

polimorfismos identificados pelo sequenciamento, antes de testá-los na população. Os 

primers de genotipagem TSPCR, desenhados para os polimorfismos presentes nos 

genes ADPRI (Glyma19g27340.1), ARAF (Glyma03g27460.2) e DOF4 

(Glyma17g08950.1), mostraram-se monomórficos nos progenitores. Enquanto que os 

primers TSPCR desenhados para os polimorfismos dos genes CPT (Glyma12g08720.1), 



60 
 

PDAT (Glyma17g05910.1) e G3PDH (Glyma18g01330.1) apresentaram marcação de 

bandas fracas e/ou bandas inespecíficas. Contudo, os primers TSPCR desenhados para 

testar os polimorfismos dos genes ABI3 (Glyma18g38490.1) e LEC1B 

(Glyma17g00950.1) mostraram-se polimórficos, sendo esses primers posteriormente 

utilizados na genotipagem da população (Figura 4). 

Nos progenitores PI371611 e CD222, foram testados primers TSPCR 

desenhados para os polimorfismos identificados nos genes ADPRI (Glyma19g27340.1), 

AMIP-5 (Glyma12g03580.1, região 5’UTR), AMIP-3 (Glyma12g03580.1, região 

3’UTR), ABI3 (Glyma18g38490.1), DOF4 (Glyma17g08950.1), G3PDH 

(Glyma18g01330.1) e LEC1B (Glyma17g00950.1). Os primers TSPCR desenhados 

para testar os polimorfismos dos genes ADPRI (Glyma19g27340.1) e DOF4 

(Glyma17g08950.1) mostraram-se monomórficos nos progenitores. Para o 

polimorfismo presente no gene G3PDH (Glyma18g01330.1), os primers TSPCR 

mostraram-se polimórficos, porem produziram bandas inespecíficas. Por outro lado, os 

primers TSPCR desenhados para discriminar os alelos dos genes AMIP-5 

(Glyma12g03580.1), AMIP-3 (Glyma12g03580.1), ABI3 (Glyma18g38490.1) e 

LEC1B (Glyma17g00950.1), foram polimórficos nos progenitores (Figura 4).    

 

 

          1     2    3     4     5       6       7      8      9     10    11   12   

                    
Figura 4. Teste com alguns dos primers TSPCR em gel de agarose 2%, com os 2 progenitores 
onde se identificou o respectivo polimorfismo. Mostrando primers TSPCR polimórficos 
(canaletas 1-2, 5-6 e 7-8), monomórfico (canaletas 3-4), bandas inespecíficas (canaletas 9-10) e 
bandas fracas (canaletas 11-12). Canaletas 1, 3, 5, 9 e 11 (A7002), canaletas 2, 4, 6, 10 e 12 
(CD219); canaletas 7 (PI371611), canaletas 8 (CD222).  
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Os polimorfismos dos genes ARAF (Glyma03g27460.2), LPCAT 

(Glyma05g03510.1), LEC1B (Glyma17g00950.1), FUS3 (Glyma16g05480.1) e CPT 

(Glyma12g08720.1), foram testados com primers TSPCR nos progenitores SUPREMA 

e CD01RR8384. Para os primers TSPCR desenhados no polimorfismo do gene CPT 

(Glyma12g08720.1), não amplificaram, enquanto para o polimorfismo do gene FUS3 

(Glyma16g05480.1), os primers TSPCR foram polimórficos, no entanto produziram 

amplicons fracos (Figura 4). Os primers TSPCR desenhados para testar os 

polimorfismos dos genes ARAF (Glyma03g27460.2), LPCAT (Glyma05g03510.1) e 

LEC1B (Glyma17g00950.1), mostraram-se polimórficos nos progenitores.  

Os primers TSPCR que se mostraram monomórficos foram redesenhados em 

outras regiões polimórficas do mesmo gene candidato, no entanto os primers se 

mostraram novamente monomórficos, sendo assim descartados. Enquanto que para os 

primers TSPCR que produziram bandas inespecíficas e/ou marcação de bandas fracas, 

as condições reacionais foram alteradas com intuito de otimizar a produção de bandas 

especificas e/ou aumentar a resolução das bandas. Mas essas alterações muitas vezes 

aumentaram o numero de bandas inespecíficas e/ou os primers não geraram produtos de 

amplificação (resultados não mostrados).  
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Tabela 7.  Gene candidato (GC), cromossomos, regiões gênicas (Exon, 5’UTR e 3’UTR), alelos de SNP e sequências de primers TSPCR para 17 
SNP investigados 

GC Cromossomos Regiões 
gênicas 

Alelos 
SNP  Primers LE Primers ALEa,b 

Alelo de 
SNP 

investigado 
DOF 17 CDS T/A Fwd GAAGAAGTACGTTGTTGCAGGG GGATGTTCACTCAACAACAT T 

    Rev CGCCGCCTTTAGTCCAATAG   
DOF 13 CDS C/- Fwd CCGCCACAAGAAAAATCAAA GCGAATACAAGTAAAGAAAGTG C 

    Rev TGAGGAGCTAATTAAAAAAACGGAG   
LEC1B 17 CDS T/C Fwd GCCTGAACGTTTTTGACAGG CGATGATCCTAATCACGTTA T 

    Rev TTTGCATCGTCCGAGATTTT   
ABI3 18 5’UTR A/C Fwd ATCCTATGAAGGGATGCAACA CGGTATGATTATCATTGTGTATAT T 

    Rev GCGTTTTGATCATCTTCGAGT   
ADPRI 19 3’UTR A/G Fwd GGGATGACACATCAGTCGGTTA CGTTATCAATGTTTGGAAAA A 

    Rev TCCATGCGTTTTGTTCTTGAAA   
ADPRI 19 3’UTR C/G Fwd TTGGCTTGAAAAGTAACATCCTG CGTTGATTGATACCTTTATTTC C 

    Rev TATACAGCTTTGCGGTTGTGG   
ADPRI 19 3’UTR A/G Fwd CCGAACATTAACCCTATTTTTATGG GCTTATCAATGTTTGGAAAA A 

    Rev CATGCGTTTTGTTCTTGAAAAGT   
FUS3 16 3’UTR A/C Fwd TTCCATTTACAAGACAAAACTTGAA CGAATTTTAGAGTACTATCATGGT A 

    Rev GGGGAATTATTTTGTATGTTTGGA   
ARAF 3 3’UTR T/G Fwd TGACACCTTGGTCTACTTTGCC GGGATAAATGTTATTTACAGCA T 

    Rev CCCACGTTGTTCTAAGTCAAAAA   
ARAF 3 5’UTR A/T Fwd CCCCCTTCCTTTAACTCCTTATT GGACTCTGATTCTGTTACTGTTA A 

    Rev ACCCACCCACACCATGTTAC   
AMIP 12 3’UTR T/C Fwd AGTTAATCCAGATGTTCGGGAAA CCGTTATTTACCGAATTTGT T 
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    Rev CAGCGAGAAAGAAACTTGGCTAT   
AMIP 12 5’UTR A/T Fwd CATCAGATCAATAACGTGATCGAA GGGCTATAGGAAAAGATTGA A 

    Rev TTGCCCATTAAACCTTTGAAAAT   
G3PDH 18 3’UTR T/C Fwd TCCTCTCGTAAGGGACGATTG AGCCTTTTATAATCAAAATAGTTT T 

    Rev TTCTTCAACGAACGTAAGAGGAAA   
CPT 12 5’UTR T/- Fwd TGGGATGAAAAGTGAAAGAAAAGA CGGTGAGATTTTTTTTTTTT T 

    Rev TGGAGAATATCTTGAGTTTGCTCAT   
CPT 12 3’UTR T/C Fwd TCTGCTAATGCACTCCCTGTTAG GGCTATTAATTTGTAAAGGAATT T 

    Rev TTAAGAGTGTTGATGGGATAGTTGA   
LPCAT 5 3’UTR A/G Fwd TGGGCGCTTTCATACTCTTG GCCAGATACTCTGATGTATGA A 

    Rev AAGCACTGTCCCAGACATTTCA   
PDAT 17 5’UTR C /T Fwd GCTTGTCAGACATGAAACGTCC CGATCAGATAGATCATTTAAGACT T 

    Rev GGCAATTAAGCGGGAATGAA   
a Um dos alelos de SNP complementar ao primer alelo específico (ALE) produz o alelo de SNP referência, produto de PCR menor, enquanto  que o alelo sem 
complementaridade produz o alelo de SNP alternativo '"produto de PCR maior. Amostras heterozigotas produzem ambos os produtos de genotipagem TSPCR 
b A sequência 5`-arbitrária de nucleotídeos, indicado em negrito e sublinhado, não é complementar ao DNA alvo. 
ALE- primer alelo específico 
 LE- primer lócus específico  
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4.6. Genotipagem das populações de RILs e teste de segregação 

 

Os primers TSPCR que se mostraram polimórficos nos respectivos progenitores 

foram utilizados na genotipagem das populações segregantes (RILs) do PMQS, 

desenvolvidas para mapear QTLs para alto teor de óleo e/ou proteína no grão.  

Assim, os primers TSPCR desenhados nos genes AMIP-5 (Glyma12g03580.1), 

AMIP-3 (Glyma12g03580.1), ABI3 (Glyma18g38490.1) e LEC1B 

(Glyma17g00950.1), foram amplificados em 176 progênies F6 da população PI371611 x 

CD222. Enquanto que para população CD01RR8311 x SUPREMA, foram genotipadas 

236 progênies na geração F6, com os primers TSPCR desenhados nos genes ARAF 

(Glyma03g27460.2), LPCAT (Glyma05g03510.1) e LEC1B (Glyma17g00950.1). 

Dois conjuntos de primers TSPCR que se mostraram polimórficos nos genitores 

foram selecionados para genotipar as progênies da população de RILs A7002 x CD219. 

Esses primers TSPCR desenhados para detectar o polimorfismo presente nos genes 

ABI3 (Glyma18g38490.1) e LEC1B (Glyma17g00950.1) foram amplificados em 170 

progênies e nos genitores dessa população. Os perfis polimórficos para o gene ABI3 nos 

genótipos A7002, CD219 e em 24 progênies F6 são apresentados na Figura 5.  
 
               M    P1  P2  B  1   2   3    4   5   6    7   8   9   10  11  12  13  14 15 16  17  18  19 20 21  22 23  24  

    
Figura 5. Genotipagem dos indivíduos utilizando primers TSPCR desenhado no polimorfismo 
(A/C) do gene candidato ABI3, em 24 RILs F6 (A7002 x CD219). P1(A7002), P2 (CD219), B 
(branco), Canaletas de 1 a 24 (progênies) e canaleta M – Marcador de tamanho (GeneRuler 100 
bp DNA Ladder Plus – Fermentas). Note que o marcador ABI produziu dois amplicons, o 
primeiro amplicom de 350 pb (produto de amplificação alelo-alternativo - AA) e um segundo 
amplicom de aproximadamente 100 pb (produto de amplificação  alelo-específico - aa). 
  

A segregação de cada marcador foi testada por meio do teste qui-quadrado 

(P < 0,05) utilizando o critério de Proteção Bonferroni. Todos os marcadores genotipados 

nas três populações de mapeamento seguiram o padrão esperado de segregação 1:1 

(Tabela 8). 

100pb 

 400pb 

 AA    aa        AA  AA  AA   aa    aa   aa  aa   AA AA  AA  AA  aa    AA  aa   aa   AA AA  AA  AA AA   aa    AA AA  aa     
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 Tabela 8. Teste de segregação dos marcadores moleculares genotipados nas populações RILs. Classes genotípicas, hipótese, valor do teste de 
Qui-quadrado e probabilidade para os marcadores 

Populações 
RILs 

 A7002 X CD219   SUPREMA X CD01RR8384  PI371611 X CD222  

  Classes         Classes    Classes     

Marcadores 0 1 2 Hipotese χ2 Probabilidade   0 1 2 Hipotese χ2 Probabilidade   0 1 2 Hipotese χ2 Probabilidade   

ABI3 86  78 1:1 0,39 53,22ns  - - - - - -  86 8 82 1:1 0,095 75,76ns  

LEC1B 80  88 1:1 0,38 53,71ns  - - - - - -  70 3 94 1:1 4,53 10,36ns  

AMIP-3 -  - - - -  - - - - - -  87 3 86 1:1 0,006 93,94ns  

AMIP-5 -  - - - -  - - - - - -  85 1 90 1:1 0,143 70,55ns  

ARAF -  - - - -  117 - 113 1:1 0,07 79,20ns  - - - - - -  

LPCAT -  - - - -  99 3 116 1:1 1,47 47,88ns  - - - - - -  

     Nível crítico: 10%  
     Número total de testes: 20 
    Critério: Proteção Bonferroni 
    Número de distorções: 0 



66 
 

4.7. Análise de associação 

 

A analise de associação marcador-característica foi determinada pela análise de 

marca simples, por meio de regressão linear (Tabela 9 e 10). Nenhum dos marcadores 

SNP genotipados nas populações de RILs (CD01RR8384 x SUPREMA e PI371611 x 

CD222) apresentaram associações significativas com os teores de óleo e proteína. 

Apenas o marcador do gene ABI3 (Glyma18g38490.1), apresentou associação 

significativa para teor de proteína na população de mapeamento A7002 e CD219. Esse 

marcador explica 4,7 % da variação do fenótipo determinado pelo R2.  

 

Tabela 9. Análise associativa dos marcadores SNP identificados em genes que 
possivelmente controlam teor protéico, avaliadas em três populações de RIL’s pela 
Regressão Linear 

Proteína Total  
Populações RILs A7002 X CD219   SUPREMA X CD01RR8384  PI371611 X CD222  

Marcador Prob F  Média R2
%  Prob F  Média R2

%  Prob F  Média R2
%  

ABI3  0,0051 ** 36,95 4,74  - - -  1 38,14 0,009  
LEC1B 1 36,95 0,030  - - -  1 38,15 0,0524  
AMIP-3  - - -  - - -  1 38,14 0,0001  
AMIP-5  - - -  - - -  1 38,15 0,1714  
ARAF - - -  0,0684 36,10 1,44  - - -  

LPCAT - - -  1 36,07 0,09  - - -  

** significativo a 1 % de probabilidade 
 

Tabela 10. Análise associativa dos marcadores SNP identificados em genes que 
possivelmente controlam teor de óleo, avaliadas em três populações de RIL’s pela 
Regressão Linear 

Óleo   
Populações RILs A7002 X CD219   SUPREMA X CD01RR8384  PI371611 X CD222  

Marcador Prob F  Média R2
%  Prob F  Média R2

%  Prob F  Média R2
%  

ABI3  1 21,38 0,3025  - - -  1 20,42 0,0005 

 

LEC1B 1 21,37 0,2038  - - -  1 20,43 0,084 
AMIP-3  - - -  - - -  1 20,42 0,0084 
AMIP-5  - - -  - - -  1 20,42 0,4891 
ARAF - - -  1 22,58 0,169  - - - 

LPCAT - - -  1 22,59 0,0503  - - - 

** significativo a 1 % de probabilidade 

 

O polimorfismo (A/C) do gene candidato ABI3 (Glyma18g38490.1) que 

apresentou associação com teor de proteína, foi identificado na região 5’UTR do 

transcrito Glyma18g38490.1. O gene ABI3 faz parte da rede de reguladores mestres do 

processo de maturação da semente, denominada AFL, que engloba os fatores 
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transcricionais ABI3, FUS3 e LEC2 (BAUD e LEPINIEC, 2010). Os membros da rede 

AFL, atuam em conjunto com LEC1, e exibem padrões de expressão parcialmente 

sobrepostos, que incluem regulação cruzada e feedback complexo (LOTAN et al., 

1998). Foi demonstrado que a função de LEC2 é “up-regulated” a expressão de FUS3 e 

ABI3. Uma mutação em LEC2 foi responsável por uma diminuição drástica na 

expressão dos fenótipos ABI3 e FUS3, porém, LEC2 pode ser resgatado pela expressão 

constitutiva de ABI3 ou FUS3 (TO et al., 2006).  

Segundo WANG et al. (2007), a principal função do fator de transcrição FUS3 é 

de regular a expressão de genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos, enquanto 

que LEC1, LEC2 e principalmente ABI3 estão envolvidos na regulação de genes 

relacionados com o armazenamento de proteína. 

HA & BOERMA (2008) em estudo do gene rcs3 que confere às plantas de soja 

resistência ao fungo Cercospora sojina Hara, identificaram um SNP (A/G) posicionado 

no nucleotídeo 209 do gene que está 100% correlacionado com o fenótipo. A associação 

marcador-característica foi feita utilizando uma população de 96 plantas F2; utilizando a 

metodologia de genotipagem “Melting Curve Assay”, a qual utiliza sondas 

fluorescentes alelo-específicas para discriminação dos alelos. SKONECZKA et al. 

(2009) identificou uma deleção de 3 pb no gene galactosiltransferase do genótipo 

PI200508 que apresenta alto conteúdo de sacarose e conteúdo reduzido de estaquiose. A 

associação do marcador SNP com os fenótipos foi feita utilizando 60 e 82 progênies F2 

derivadas dos cruzamentos PI87013 × PI200508 e PI243545 × PI200508. Essa mutação 

associou significativamente com as características estudadas, explicando 88 a 94% da 

variação fenotípica para o conteúdo de estaquiose e 76% para o teor de sacarose nas 

sementes. 

Apesar do presente trabalho, ter encontrado apenas um marcador associado com 

teor de proteína, é importante enfatizar, que o conteúdo de proteína e óleo em grãos de 

soja, apresenta controle genético quantitativo, o qual envolve muitos locos, onde 

normalmente apenas genes de pequeno efeito influenciam essas características. O que 

dificulta localizar as regiões cromossômicas (QTLs) responsáveis pela variação 

fenotípica.  

 

.    
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5. Conclusões 

 

 Os primers desenhados em regiões específicas dos transcritos dos 19 genes 

candidatos selecionados, que de acordo com a literatura estão diretamente 

relacionados com acúmulo de óleo e/ou proteína no grão de soja, possibilitou a 

identificação de 81 SNP e 26 INDELs em 31,2 Kpb de sequencias, sendo a 

média de um SNP para cada 292 pb.   

 A análise por northern eletrônico permitiu avaliar a expressão das sequências 

codificadoras dos transcritos codificados pelos 19 genes candidatos, em sete 

tecidos de soja e identificar padrões importantes do ponto de vista 

biotecnológico. Como a expressão constitutiva de todos os transcritos 

selecionados dos genes ADPRI e G3PDH nas sete bibliotecas testadas, bem 

como a expressão órgão-específica dos transcritos dos genes ABI3, ACC, 

AMIP, ARAF, ASIL, CLPPR, CPT, DGAT, DOF4, FUS3, LEC1A, LEC1B, 

LPCAT, MDH e WRI. 

 Os caracteres teor de óleo e proteína avaliados nas três populações de RILs 

apresentaram distribuição normal, bem como ótima precisão experimental 

com coeficiente de variação ambiental inferior a 5%. Análise de variância 

mostrou variabilidade genética entre os tratamentos, condição esta essencial 

para a detecção de QTLs. 

 Dos 17 conjuntos de primers TSPCR desenhados para genotipar os 

polimorfismos nas três populações RILs, somente os primers TSPCR 

desenhados no polimorfismo dos genes AMIP-5 (Glyma12g03580.1), AMIP-3 

(Glyma12g03580.1), ABI3 (Glyma18g38490.1), LEC1B (Glyma17g00950.1), 

ARAF (Glyma03g27460.2), LPCAT (Glyma05g03510.1), mostraram-se 

polimórficos sem bandas inespecíficas e/ou marcação de bandas fracas nos 

respectivos progenitores testados.  

 Os marcadores genotipados nas três populações de mapeamento seguiram o 

padrão esperado de segregação. Analise de associação revelou que apenas o 

marcador do gene ABI3 (Glyma18g38490.1), apresentou associação 

significativa para teor de proteína na população de mapeamento A7002 e 

CD219, explicando 4,7 % da variação do fenótipo. 

 O polimorfismo dos genes AMIP-5, AMIP-3, LEC1B, ARAF e LPCAT não 

apresentaram associação com nenhuma das características em estudo. No 



69 
 

entanto, esses polimorfismos poderão ser testados em outras populações do 

PMQS, com “background” genético diferente das utilizadas no presente 

trabalho, o que possivelmente possibilitará encontrar novas associações. 
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1. Resumo 

 

Várias metodologias para a genotipagem de SNP estão disponíveis na literatura, 

entretanto, a maioria delas requer equipamentos e/ou reagentes de custo elevado, fora da 

realidade da maioria dos grupos de pesquisa e das empresas de melhoramento genético. 

A metodologia de genotipagem TSPCR (Temperature-Switch Polymerase Chain 

Reaction) utiliza a amplificação por PCR baseada na hibridização alelo-específica e a 

discriminação dos alelos é feita em gel de agarose, o que a torna de fácil implementação 

e de baixo custo. O objetivo do trabalho foi identificar e validar SNP em regiões gênicas 

associadas ao conteúdo de ácidos graxos em genótipos de soja e utilizar a metodologia 

de genotipagem TSPCR para discriminar alelos dos genes candidatos. Foram 

selecionados quatro genes candidatos e os genes FAD3B e FAD3C que codificam ω-3-

dessaturases em sementes de soja. O sequenciamento de regiões dos seis genes 

permitiram identificar 25 SNP e 3 INDELs. Os primers TSPCR desenhados para 

discriminar os alelos de SNP nos genes candidatos ARAF e PDAT foram amplificados 

em 259 RILs do cruzamento FA22 x CD219 (contrastantes para teor de ácido oleico). 

Os primers TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes FAD3B, FAD3C e ABI3 

foram amplificados em 185 progênies F2 do cruzamento A29 x Tucunaré (contrastantes 

para teor de ácido linolênico). O polimorfismo dos genes ABI3, FAD3B e FAD3C 

associaram significativamente com o teor de um ou mais ácido graxo. A metodologia de 

genotipagem TSPCR mostrou ser eficaz na discriminação dos alelos de SNP nas duas 

populações. Os marcadores SNP dos genes ABI3, FAD3B e FAD3C poderão ser usados 

para selecionar linhagens de soja com baixíssimos teores de ácido linolênico e/ou altos 

teores de ácido oléico. 

 

2. Introdução 

 

O óleo de soja é o segundo no ranking mundial entre os óleos vegetais, em 

termos de produção e consumo doméstico, ficando atrás apenas do óleo de palma, sendo 

que cerca de 28% do óleo vegetal consumido no mundo advém da soja (USDA, 2012).  

 A composição do óleo de soja varia em função do genótipo da planta e do 

ambiente em que ela é cultivada. Os triacilgliceróis (TAG), moléculas compostas do 

glicerol esterificado a três ácidos graxos, representam a classe de lipídeos mais 

abundante nas sementes dessa leguminosa. Os principais ácidos graxos constituintes dos 
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TAG são: ácido palmítico (16:0) - 13%; ácido esteárico (18:0) - 4%; ácido oléico (18:1 

Δ9) - 18%; ácido linoléico (18:2 Δ9,12) - 55% e ácido linolênico (18:3 Δ9,12,15) - 10% 

(GRAEF et al., 2009). 

 A composição e a distribuição de ácidos graxos na molécula de TGA estão 

diretamente relacionadas com a qualidade do óleo, valor nutricional, sabor e odor, além 

das propriedades físico-químicas, como estabilidade oxidativa e ponto de fusão. Os 

elevados teores de ácido linoléico e linolênico são responsáveis pela alta instabilidade 

oxidativa e pelo sabor e odor do óleo de soja. Isso ocorre porque os ácidos graxos 

polinsaturados são mais suscetíveis às hidroperoxidações, resultando em cetonas e 

aldeídos voláteis que alteram o sabor e odor do produto (AKER, 1983; DUNTON et al., 

1951; CARDINAL et al., 2011). A utilização de óleo de soja com alto teor de ácidos 

graxos insaturados para a produção de biodiesel leva à produção de um combustível 

com qualidade inferior, com baixo índice de cetano e maior instabilidade oxidativa 

(KNOTHE, 2007; RAMOS, 2009). 

 O conteúdo de ácidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados no óleo de soja 

apresenta herança quantitativa, sendo condicionado por vários genes e possui interação 

significativa com o ambiente. Com o intuito de tornar mais eficiente os trabalhos de 

melhoramento, as metodologias de marcadores de DNA têm sido utilizadas na seleção 

de genótipos adequados. A identificação de marcadores SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism) em genes candidatos, envolvidos tanto na regulação ou na via de 

biossíntese de ácidos graxos, pode acelerar a obtenção de variedades de soja com a 

composição de ácidos graxos modificada na fração óleo. 

 Os principais genes responsáveis pela biossíntese de ácidos graxos 

polinsaturados de reserva são o GmFAD3A, que codifica uma ω-3-dessaturase 

(BILYEU et al., 2003), e o FAD2-1, que codifica uma ω-6-dessaturase (HEPPARD et 

al., 1996). No entanto, o número exato de genes que controla a via de biossíntese de 

ácidos graxos insaturados ainda não é conhecido e os seus efeitos individuais e as 

possíveis interações não estão bem caracterizados. 

 Os genes FAD3A (Glyma14g37350), FAD3B (Glyma02g39230) e FAD3C 

(Glyma18g06950), que codificam ω-3-dessaturases, afetam diretamente o acúmulo de 

ácido linolênico em sementes de soja. O uso de marcadores moleculares associados a 

esses genes é indicado na seleção de genótipos com teores reduzidos desse ácido graxo 

(BILYEU et al., 2005 ; BILYEU et al., 2006).  

 Uma metodologia de genotipagem de SNP de fácil implementação pelos 
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programas de melhoramento genético e de baixo custo, é a metodologia TSPCR 

(Temperature-Switch Polymerase Chain Reaction) (HAYDEN et al., 2009). Essa 

metodologia utiliza a amplificação por PCR baseada na hibridização alelo-específica e a 

discriminação dos alelos é feita em gel de agarose 2%.  

O presente trabalho teve como objetivo, identificar e validar SNP em regiões 

gênicas associadas ao conteúdo de ácidos graxos, em cultivares divergentes do 

Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja da UFV (PMQS-UFV), bem como, 

utilizar a metodologia de genotipagem TSPCR na discriminação dos alelos desses 

genes. 

 

3. Materiais e Métodos  

 

3.1. Material genético 

 

Foram utilizados quatro genótipos de soja: A29, FA22, CD219RR e 

TUCUNARÉ. O genótipo A29 (1% de ácido linolênico) foi desenvolvido por meio de 

mutagênese por pesquisadores da Universidade Estadual de Iowa (EUA). O genótipo 

FA22 foi selecionado em uma população de melhoramento e possui teor reduzido de 

ácido linoléico e elevado conteúdo de ácido oleico (aproximadamente 50%). A 

variedade CD219RR possui teores normais de ácido linolênico (~8 %) e ácido oléico 

(~19 %), foi desenvolvida pela empresa COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa 

Agrícola). A variedade Tucunaré, desenvolvida pela Fundação Matogrosso, apresenta 

um elevado teor de óleo.  

Os materiais genéticos foram plantados em casa de vegetação e as folhas foram 

coletadas aos 15 dias após o plantio para a extração do DNA, usando a metodologia 

proposta por DOYLE & DOYLE (1990), com modificações. A concentração e 

qualidade do DNA foi determinada por meio do espectrofotômetro NanoDrop 

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). O DNA obtido foi também 

submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, para avaliar a qualidade. Com base na 

concentração estimada, procedeu-se à diluição das amostras para uma concentração 

final de 15 ng/μL. 
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3.2. Seleção dos genes candidatos e desenho de primers 

 

Com base em informações disponíveis na literatura, foram selecionados os genes 

candidatos ABI3, FAD2-1, ARAF, PDAT que possivelmente estão relacionados com os 

conteúdos de ácidos graxos em sementes de soja, e os genes FAD3B e FAD3C, que 

codificam ω-3-dessaturases, afetando diretamente o acúmulo de ácido linolênico em 

sementes de soja. O gene candidato ABI3 é fator de transcrição envolvido no processo 

de maturação das sementes (BAUD e LEPINIEC, 2010). O gene FAD2-1, codifica uma 

ω-6-dessaturase que converte ácido oléico em linoléico. Para os genes FAD3B e 

FAD3C, já foram desenvolvidos marcadores moleculares do tipo SNP (BILYEU et al., 

2006). No entanto, o presente trabalho está propondo utilizar a metodologia de 

genotipagem TSPCR para discriminar os alelos desses dois genes em populações 

segregantes, visando selecionar genótipos com teores reduzidos de ácido linolênico. Na 

Tabela 1 estão listados os genes selecionados, com os códigos e as funções das 

proteínas por eles codificadas, bem como suas respectivas funções, além das referências 

bibliográficas. 

As sequências parciais dos genes candidatos ABI3, ARAF, PDAT e FAD2-1, ou 

de genes homólogos, foram obtidas a partir do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). As sequências gênicas completas (regiões 

promotoras, regulatórias, terminadoras, introns e exons) inclusive dos genes FAD3B 

(Glyma02g39230) e FAD3C (Glyma18g06950) foram obtidas realizando um BLASTn 

(Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados PHYTOZOME 

(http://www.phytozome.net/soybean), onde está depositado o genoma da soja 

sequenciado (SCHMUTZ et al., 2010). 

A seleção dos genes candidatos ABI3, ARAF, PDAT e FAD2-1 seguiu os 

seguintes critérios: i) ser copia única ou no máximo 2 cópias; ii) apresentar valor de e-

value igual ou próximo a zero e iii) apresentar anotação funcional no PHYTOZOME.  

Visando a amplificação das regiões selecionadas para cada gene candidato, 

foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores (primers) usando o programa “Primer3 

Input Program” (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Para o gene candidato ABI3 

(Glyma08g47240.1 e Glyma18g38490), ARAF (Glyma19g30450.1 e 

Glyma03g27460.2)  e PDAT (Glyma13g16790.1 e Glyma17g05910.1), os primers 

foram desenhados nas regiões regulatórias (5’UTR e 3’UTR) dos seus respectivos 

transcritos selecionados. Para o transcrito (Glyma20g24530.1) do gene candidato 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
http://www.phytozome.net/soybean
http://frodo.wi.mit.edu/primer3
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FAD2-1, por apresentar sequencia genômica curta, foi desenhado cinco conjuntos de 

primers, com o objetivo de amplificar e sequenciar todo o gene. Enquanto que para os 

genes FAD3B (Glyma02g39230) e FAD3C (Glyma18g06950), foram desenhados 

primers na região codificante desses genes, visando amplificar e sequenciar apenas a 

região onde foi identificado o SNP (BILYEU et al., 2006).  

Os primers foram desenhados seguindo os parâmetros: i) o fragmento a ser 

amplificado variando de 400 a 900pb (pares de bases); ii) tamanho do primer entre 19 e 

25 pb; iii) temperatura de anelamento entre 59 e 61oC; e iv) conteúdo de CG% entre 40 

e 60%.  Cada primer desenhado foi testado quanto a sua estabilidade termodinâmica 

usando o programa Primer Select 3.1 (DNASTAR, Madison, WI, EUA), enquanto que à 

especificidade foi testada pelo programa PCR virtual (iPCR) 

(http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html) e pelo banco de dados 

PHYTOZOME. Após serem testados, os primers foram sintetizados pela empresa 

BIONEER (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). 

 

 

 

http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html
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Tabela 1. Genes selecionados com os códigos e as funções das proteínas por eles codificadas em soja ou em plantas relacionadas. Bem como as 
referências bibliográficas e os transcritos selecionados do banco de dados phytozome  

Gene candidato Código Função Transcritos 
Selecionados Referências 

Fator de transcrição Insensível 
ao ABA 3 ABI3 Regulação do desenvolvimento da semente Glyma08g47240.1 

Glyma18g38490.1 WESELAKE et al., 2009 

Fosfolipídeos diacilglicerol-
aciltransferase PDAT Via biossintética dos triacilgliceróis Glyma13g16790.1 

Glyma17g05910.1 BAUD et al., 2010 

Alfa-L-Arabinofuranosidase ARAF Hidrólise de hemicelulose Glyma19g30450.1 
Glyma03g27460.2 WEI et al., 2008 

ω-6-dessaturase FAD2-1 Síntese de ácidos graxos poliinsaturados Glyma20g24530.1 HEPPARD et al. 1996 
ω-3-dessaturase FAD3B Síntese de ácidos graxos poliinsaturados Glyma02g39230 BILYEU et al., 2006 

ω-3-dessaturase FAD3C Síntese de ácidos graxos poliinsaturados  Glyma18g06950 BILYEU et al., 2006 
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3.3. Reações de amplificação e sequenciamento  

 

As reações de amplificação foram feitas para um volume final de 30 μL, usando-

se 1U de Platinum®Taq DNA polimerase; Tris-HCl 20 mM pH 8,4; KCl 50 mM; 

MgCl2 1,5 mM; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 μM de cada primer e 30 ng de DNA molde. 

As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador Eppendorff (AG-

22331), inicialmente a 94 oC por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94 oC por 30 

segundos, 55 oC por 30 segundos e 72 oC por 60 segundos. Realizadas as reações de 

amplificação, os produtos gerados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1,7%, contendo brometo de etídeo, e fotodigitalizados utilizando o sistema L-PIX 

(Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil).  

Quando apenas o único produto de amplificação esperado foi gerado, estes 

foram purificados usando-se o kit ExoSAP IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio, 

EUA) na proporção de 6 μL de ExoSap e 18 μL de produto de PCR. Posteriormente, as 

amostras purificadas foram sequenciadas pelo método didesoxi, utilizando o 

sequenciador ABI3730xl (Applied Biosystems). As reações de sequenciamento foram 

feitas pela empresa Macrogen (Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, Korea). As 

sequências obtidas foram editadas usando-se o programa SEQUENCER 4.1.4 (Genes 

Code Corporation) e alinhadas pelo programa ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). As mesmas sequências foram 

também editadas e alinhadas pelo programa CodonCode Aligner 

(http://www.codoncode.com/aligner/). 

 

3.4. Populações de soja utilizadas 

 

Para a validação dos SNP foram desenvolvidas duas populações. Uma de 

linhagens endogâmicas recombinantes (Recombinant Inbred Lines - RILs), originada do 

cruzamento entre genótipos contrastantes para teor de ácido oléico (FA22 x CD219) e 

uma população F2:3 contrastante para teor de ácido linolênico (A29 x Tucunaré).  

Os cruzamentos para obtenção das RILs foram iniciados no ano agrícola de 

2006/2007 na Universidade Federal de Viçosa (UFV). Sementes F1 foram plantadas em 

casa de vegetação, sementes F2 foram plantadas e avançadas até a geração F2:8, usando o 

método descendente de uma única semente (Single Seed Descent - SSD) como 

reportado por Brim (1966). Para obtenção da população segregante (A29 x Tucunaré) 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.codoncode.com/aligner/
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foram efetuados cruzamentos entre os progenitores e as sementes híbridas foram 

autofecundadas e obtidas 185 progênies F2. Esse material foi novamente autofecundado 

obtendo-se a população F2:3. 

 

3.5. Extração do DNA  

 

Para a genotipagem das duas populações de mapeamento, foram coletadas folhas 

F2 (A29 x Tucunaré) e F6 (FA22 x CD219) das progênies 15 dias após o plantio para a 

extração e análise do DNA, usando a metodologia proposta por DOYLE & DOYLE 

(1990), com modificações. A concentração e qualidade do DNA foi determinada por 

meio do espectrofotômetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). O 

DNA obtido foi também submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, para avaliar 

a qualidade. Com base na concentração estimada, procedeu-se à diluição das amostras 

para uma concentração final de 15 ng/μL. 

 

3.6. Determinação da composição de ácidos graxos  

 

A determinação da composição de ácidos graxos na fração óleo foi feita por 

cromatografia gasosa. As etapas de extração e transesterificação dos ácidos graxos em 

metil-ésteres derivados foram realizadas segundo a metodologia de BUBECK et al. 

(1989). Os metil-ésteres derivados foram fracionados em coluna Carbowax de 30 m de 

comprimento e 0,32 mm de diâmetro interno. As temperaturas da coluna e do injetor 

foram mantidas a 240 oC e a do detector a 280 oC 

 

3.7. Analise estatística dos dados 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas empregando os aplicativos 

computacionais GENES (CRUZ, 2006) e GQMOL (CRUZ e SCHUSTER, 2004). 

 

3.8. Desenhos dos primers de genotipagem TSPCR 

 

Para investigar os polimorfismos identificados nos genes ABI3, ARAF, FAD2-

1, FAD3B e FAD3C, foram desenhados primers de genotipagem TSPCR (Temperature-
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Switch Polymerase Chain Reaction) (HAYDEN et al., 2009). Os primers TSPCR foram 

desenhados com auxílio dos programas Primer 3 e Primer Select.  

Foram desenhados para cada um dos polimorfismos selecionados, um par de 

primers loco específico-LE (R/F), com temperatura de anelamento (Ta) entre 60 e 65 
oC, visando amplificar fragmentos de 400 pb, e um primer informativo (primer alelo 

específico-ALE), com seu terminal 3’ complementar a um dos alelos presente no loco, 

com Ta entre 43 e 48 oC, ao qual é adicionado, no terminal 5’, uma cauda de 2 a 3 

nucleotídeos aleatórios e não complementares à sequência do DNA molde, para elevar o 

seu valor de Ta para 53 oC. Cada primer informativo forma produtos de amplificação 

com o tamanho de aproximadamente 100 pb com um dos dois primers loco específico. 

 

3.9. Genotipagem de SNP utilizando a metodologia TSPCR  

 

As reações de genotipagem dos polimorfismos selecionados nas populações 

segregantes RILs, foram realizadas em um volume total de 15 µL, contendo 1U de 

Platinum®Taq DNA polimerase; Tris-HCl 20 mM pH 8,4; KCl 50 mM; MgCl2 1,5 

mM; 0,1 μg/μL de soroalbumina bovina; 0,01% tween-20; 1,0% de formamida; 0,2 mM 

de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP); 0,083 μM do primer loco específico, 0,83 

μM do primer informativo e 30 ng de DNA molde. As reações de amplificação foram 

conduzidas em termociclador Eppendorff (modelo AG-22331), inicialmente a 94 oC por 

2 min, seguida de: 10 ciclos de 94 oC  por 30 s, 58 oC por 30 s e 72 oC por 60 s; 5 ciclos 

de 94 oC  por 10 s e 45 oC por 30 s; 15 ciclos de 94 oC  por 30 s, 53 oC por 30 s e 72 oC 

por 5 s. Realizadas as reações de amplificação, os produtos gerados foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etídeo (0,2 µg/mL), e 

fotodigitalizados, utilizando o sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia).  

 

4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Amplificação de fragmentos dos genes candidatos por PCR 

 

Para a obtenção dos fragmentos de interesse de cada gene candidato, foram 

feitas reações de amplificação por PCR, utilizando DNA total de folhas de soja e os 

primers específicos correspondentes para cada gene candidato. Realizadas as reações de 

amplificação, os produtos gerados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 
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1,7 %. Quando mais de um produto de amplificação foram gerados, a reação foi 

repetida em temperaturas de anelamento maiores, até se conseguir uma única banda ou 

descartar definitivamente este par de primers.  

Foram desenhados cinco conjuntos de primers (R/F) para o gene FAD2-1 

(Glyma20g24530.1) com objetivo de amplificar e sequenciar todo o gene. Quatro 

conjuntos de primers produziram amplicons sem bandas inespecíficas (cada amplicon 

variando de 500 a 600 pb). 

Os primers desenhados na região 5’UTR dos transcritos dos genes ABI 

(Glyma08g47240.1), PDAT (Glyma13g16790.1) e ARAF (Glyma19g30450.1), bem 

como os primers desenhados na região 3’UTR do transcrito do gene PDAT 

(Glyma17g05910.1) produziram produtos de amplificação inespecífica nos progenitores 

testados, sendo descartados. Os primers desenhados para amplificar as regiões gênicas 

que abriga SNP (BILYEU et al., 2006) nos genes FAD3B (Glyma02g39230) e FAD3C 

(Glyma18g06950), produziram amplicons sem amplificação inespecífica. Quando 

apenas um único produto de amplificação esperado foi gerado para cada progenitor, 

estes foram posteriormente purificados com ExoSap e sequenciados. 

 

4.2. Sequenciamento e identificação de polimorfismos 

 

Os primers desenhados para amplificar regiões específicas dos transcritos dos 

genes ARAF (Glyma19g30450.1 e Glyma03g27460.2) , PDAT (Glyma13g16790.1 e 

Glyma17g05910.1) FAD2-1 (Glyma20g24530.1), ABI3 (Glyma08g47240.1 e 

Glyma18g38490), FAD3B (Glyma02g39230) e FAD3C (Glyma18g06950) que 

produziram apenas o único produto de amplificação nos respectivos genitores testados, 

foram purificados e sequenciados utilizando o sequenciador ABI3730xl. As sequências 

obtidas foram editadas usando os programas SEQUENCER 4.1.4 e CodonCode Aligner, 

e alinhadas pelo programa ClustalW para identificação dos polimorfismos. 

Foram obtidos aproximadamente 8,461 kpb de sequências com boa qualidade, 

com valor de Phred superior ou igual a 30, sendo identificados 25 SNP e 3 INDELs, 

média de um SNP para cada 302 pb (Tabela 2). A frequência habitual de SNP relatados 

para genomas de plantas é de cerca de 1 SNP a cada 100-300 pb (GUPTA et al., 2001). 

Em milho, esta frequência aumenta para cerca de 1 polimorfismo a cada 60,8 pb 

(CHING, 2002) e, em trigo, a densidade de polimorfismos é de 1 a cada 370 pb 

(PROCUNIER et al., 2003).  
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Tabela 2. Regiões gênicas sequenciada dos transcritos de cada gene candidato e o 
número de polimorfismos encontrado 

Genes Transcritos 
Região dos Genes 

Total de pb compreendidos 
Número de polimorfismo 

      SNP       INDELs 
5’ UTR  Codificante 3’ UTR 

ABI3 Glyma08g47240.1 
Glyma18g38490.1 1640 - 822 5 0 

ARAF Glyma19g30450.1 
Glyma03g27460.2 849 - 1630 8 3 

PDAT Glyma17g05910.1 810 - - 5 0 

FAD2-1 Glyma20g24530.1 400 1250 450 5 0 

FAD3B Glyma02g39230 - 300 - 1 0 

FAD3C Glyma18g06950 - 310 - 1 0 

Total  3699 1860 2902 25 3 
 

A frequência de SNP depende da região gênica sequenciada, bem como da 

espécie. Na cultura da soja a frequência de SNP é relativamente baixa em comparação com 

outras espécies agrícolas cultivadas (HYTEN et al, 2006;. ZHU et al, 2003). A baixa 

frequência de sequências variantes é esperada, devido ao processo de seleção da soja ao 

longo dos anos, reduzindo a variação em 50%, e a estreita base genética dos genótipos 

utilizados para a obtenção das primeiras cultivares, além da baixa variação do ancestral 

selvagem G. soja (HYTEN et al., 2006). Entretanto, ZHU et al. (2003) realizou um estudo 

com as principais variedades de soja cultivadas nos Estados Unidos, neste trabalho 

foram sequenciados 66,6 Kpb, sendo 28,7 kpb de sequências codificantes e 37,9 kpb de 

sequencias não-codificantes, sendo identificado 250 SNP, com uma frequência de 1 

SNP a cada 270 pb.  

 

4.3. Avaliação genética e estatística das populações de mapeamento 

 

4.3.1. Valores médios dos ácidos graxos 

 

Os valores médios dos teores de ácidos graxos nos genótipos FA22, CD219, 

A29 e Tucunaré, das populações segregantes F2:3 (A29 x Tucunaré) e RILs  (FA22 x 

CD219), são apresentados na Tabela 2. Observa-se que os progenitores A29 e Tucunaré 

são contrastantes para os teores de ácido linolênico. A população F2:3 derivada do 
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cruzamento entre A29 e Tucunaré, apresenta o maior valor máximo e mínimo para 

teores de ácido linolênico, entre 0,97 - 12,90 % respectivamente. Os progenitores FA22 

e CD219 são divergentes para teor de ácido oléico. A população de RILs, derivada 

desse cruzamento, apresentou valor máximo e mínimo para essa característica entre 

12,81 e 46,38. 

 

4.3.2. Teste de normalidade 

  

Os ácidos graxos (palmítico, esteárico, oléico, linoléico e linolênico) nas duas 

populações apresentaram distribuição aproximadamente normal (P < 0,01), como pode ser 

observado na Tabela 4, sendo confirmado pelas estimativas não significativas de 

assimetria, curtose e valor D do teste de Lilliefors. Este fato indica a existência de variação 

contínua e a possibilidade de que vários genes estejam envolvidos no controle dessas 

características. 
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Tabela 3. Valores de média (X), desvio padrão (DP), mínimo (MIN), máximo (MAX), 
para teores de ácidos graxos dos progenitores FA22, CD219, A29 e Tucunaré e das 
populações segregantes F2:3 do cruzamento A29 x Tucunaré e RILs FA22 x CD219 

Progenitor 

População 

 

  TEORES DE ÁCIDOS GRAXOS 
  Palmítico Esteárico Oléico Linoléico Linolênico 

FA22  
 

 

9,81 2,70 38,57 40,68 8,24 
 DP 0,30 0,30 4,04 3,39 0,70 
 MIN 9,24 2,09 30,97 35,59 7,11 
  MAX 10,24 3,16 44,65 46,88 9,36 

CD219  
 

 

10,46 3,97 19,27 48,34 8,42 
 DP 0,60 0,37 1,29 1,72 0,62 
 MIN 10,67 3,66 18,91 51,06 8,50 
  MAX 12,33 5,05 22,91 56,34 10,57 

A29 X  11,009 4,072 21,715 62,025 1,191 

 DP 0,470 0,452 3,222 3,412 0,175 

 MIN 9,663 3,046 15,217 54,668 0,904 

  MAX 11,882 5,112 28,329 69,854 1,846 

Tucunaré X  11,414 3,109 19,138 58,175 7,995 

 DP 0,357 0,262 1,193 0,828 0,728 

 MIN 10,911 2,713 17,075 56,566 5,999 

 MAX 12,173 3,670 21,957 59,364 9,069 

FA22 x CD219  
 

 

8,80 2,70 35,73 46,87 5,90 
 DP 0,85 0,66 4,06 2,78 1,02 
 MIN 8,59 1,87 12,81 36,46 6,39 
 MAX 15,16 5,87 46,38 60,75 12,35 

A29 x Tucunaré X  10,33 3,67 24,74 57,04 4,21 

 DP 1,45 1,28 4,37 4,02 1,59 

 MIN 0,67 2,27 9,66 37,06 0,97 

  MAX 14,23 19,97 47,89 65,92 12,90 
 

 

X

X

X
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Tabela 4. Estimativas dos valores de curtose, simetria e D, para a distribuição dos teores de ácido palmítico, esteárico, oléico, linoléico e 
linolênico, nas populações A29 x Tucunaré (F2:3) e FA22 x CD219 (RILs). 

População FA22 x CD219  

 Ácido Palmítico  Ácido Esteárico  Ácido Oléico  Ácido Linoléico  Ácido Linolênico  

 Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1)  Curtose Simetria  D(1) 

Estimativa 2.82 -0,04 0,03ns  3,87 0,55 0,05ns  2,63 0,45 0,065ns  2,65 -0,50 0,067ns  2,65 0,20 0,04ns 
Variância 0,09 0,02   0,09 0,02   0,09 0,02   0,09 0,02   0,09 0,02  
Valor de t -0,60 -0,28   2,87 3,64   -1,24 2,98   -1,14 -3.3207   -1,15 1,29  

Probabilidade (%) 55,78 77,33   0,43 0,04   21,40 0,31 >1,00% 
<5,00%  25,12 0,11 >1,00% 

<5,00%  24,87 19,27  

       População                                                                                                             A29 X Tucunaré 
  Estimativa 2,76 0,14 0,05ns  2,98 -0,11 0,05ns  3,44 1,84 .0,06ns  2,53 -0,17 0,045ns  2,29 0,28 0, 067ns 
Variância 0,13 0,03   0,13 0,03   0,13 0,03   0,13 0,032   0,13 0,032  
Valor de t -0,66 0,794   -0,04 -0,62   3.94 3,30   -1,33 -0,95   -1,98 1,59  

Probabilidade (%) 51,33 56,69   96,69 54,49   20,94 10,30 >1,00% 
<5,00%  18,14 65,73   12,49 22,70 >1,00% 

<5,00% 
       (1) Estatística D para o Teste de Lilliefors. 
       (*) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; (ns) – Não significativo pelo teste t. 
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4.4. Teste com os primers TSPCR  

 

A genotipagem dos polimorfismos nas duas populações de mapeamento foi feita 

por meio da metodologia TSPCR (HAYDEN et al., 2009).  

Na Tabela 5 estão listadas as sequencias dos 6 conjuntos de primers TSPCR 

desenhados para cada polimorfismo testado. Para seis genes selecionados, foi selecionado 

um único polimorfismo para o desenho dos primers TSPCR. Após serem sintetizados, os 

primers TSPCR foram submetidos a reações de PCR em condições reacionais 

padronizadas, nos 2 progenitores onde se identificou o respectivo polimorfismo por 

sequenciamento. 

Os SNP e INDELs identificados no transcrito dos genes, ARAF 

(Glyma03g27460.2), PDAT (Glyma17g05910.1) e FAD2-1 (Glyma20g24530.1) foram 

testados nos progenitores (FA22 e CD219), com objetivo de confirmar esses 

polimorfismos identificados pelo sequenciamento, antes de testá-los na população 

segregante. Os primers de genotipagem TSPCR desenhados para o polimorfismo presente 

no gene FAD2-1 (Glyma20g24530.1) apresentaram amplificações inespecíficas. Os 

primers TSPCR desenhados para os polimorfismos dos genes ARAF (Glyma03g27460.2), 

PDAT (Glyma17g05910.1) mostraram-se polimórficos (Figura 1). Os polimorfismos dos 

genes FAD3B (Glyma02g39230), FAD3C (Glyma18g06950) e ABI3 (Glyma18g38490.1) 

foram testados com primers TSPCR nos progenitores A29 e Tucunaré. Todos os conjuntos 

de primers mostraram-se polimórficos, sem marcação de bandas fracas e/ou bandas 

inespecíficas (Figura 1).  

Todos os pirmers desenhados para a obtenção dos fragmentos de interesse em cada 

gene candidato, tiveram à especificidade testada pelo programa PCR virtual (iPCR) e pelo 

banco de dados PHYTOZOME. No entanto, a presença de várias cópias do mesmo gene no 

genoma da soja, provavelmente possibilitou a geração de produtos inespecíficos para o 

gene candidato FAD2-1. Pois os primers TSPCR desenhados para discriminar os alelos de 

SNP nesse gene candidato, pode ter anelado em regiões inespecíficas do genoma. O gene 

candidato FAD2-1, apresenta quatro transcritos alternativos (Glyma20g24530.2, 

Glyma20g24530.3, Glyma20g24530.4 e Glyma20g24530.5) com alta similaridade nas 

sequencias, Além disso, esse gene apresenta outras três copias altamente similares nos 

cromossomos 10, 19 e 3, o que provavelmente possibilitou a geração de produtos 

inespecíficos para esse polimorfismo. O genoma da soja passou por dois eventos de 

duplicações, um mais antigo a 59 milhões de anos atrás e segundo mais recente a 13 
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milhões de anos atrás, resultando em um genoma altamente repetido, com cerca de 75 % 

dos genes presentes em múltiplas cópias (SCHMUTZ et al., 2010).  

 

         1     2      3     4        5      6     7     8     9    10    11    12   

                    
Figura 1. Teste com alguns dos primers TSPCR em gel de agarose 2%, com os 2 progenitores 
onde se identificou o respectivo polimorfismo. Mostrando primers TSPCR polimórficos 
(canaletas 1-2, 3-4, 7-8, 9-10 e 11-12) e bandas inespecíficas (canaletas 5-6). Canaletas 1, 10 e 
11 (Tucunaré), canaletas 2, 9 e 12 (A29); canaletas 3, 6 e 8 (CD219), canaletas 4, 5 e 7 (FA22).  

 

TSPCR 
ABI3 

TSPCR 
ARAF 

TSPCR 
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Tabela 5. Gene candidato (GC), cromossomos, regiões gênicas (Exon, 5’UTR e 3’UTR), alelos de SNP e sequências de primers TSPCR para 
seis SNP investigados 

GC Cromossomos Regiões 
gênicas 

Alelos 
SNP  Primers LE Primers ALEa,b Alelo de SNP 

investigado 
ABI3 18 5’UTR A/C Fwd ATCCTATGAAGGGATGCAACA CGGTATGATTATCATTGTGTATAT T 

    Rev GCGTTTTGATCATCTTCGAGT   
ARAF 3 5’UTR A/T Fwd CCCCCTTCCTTTAACTCCTTATT GGACTCTGATTCTGTTACTGTTA A 

    Rev ACCCACCCACACCATGTTAC   
FAD2-1 20 3’UTR C/T Fwd AGGCAACCAATGCAATGAAG GGTACAAGCTGTTTCACAATA T 

    Rev TGGAGTGTGCATTTAAGGAAGAA    
FAD3B 2 Exon G/A Fwd GGATGAGTCATGGGTTCCAG CCGTTTATGTGTCATTATCTTAG G 

    Rev CCGGGGCTTCTTGAAAACTA   
FAD3C 18 Exon C/T Fwd GCAGTTTTGCCATCCTTCAA ACAATTTGAGGGAAAAGGTA T 

    Rev TTGACTTAGATCACATAGGCAGACA   
PDAT 17 5’UTR C /T Fwd GCTTGTCAGACATGAAACGTCC CGATCAGATAGATCATTTAAGACT T 

    Rev GGCAATTAAGCGGGAATGAA   
a Um dos alelos de SNP complementar ao primer alelo específico (ALE) produz o alelo de SNP referência, produto de PCR menor, enquanto  que o alelo sem 
complementaridade produz o alelo de SNP alternativo produto de PCR maior. Amostras heterozigotas produzem ambos os produtos de genotipagem TSPCR 
b A sequência 5`-arbitrária de nucleotídeos, indicado em negrito e sublinhado, não é complementar ao DNA alvo. 
ALE- primer alelo específico 
 LE- primer lócus específico 
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4.5. Genotipagem das populações e teste de segregação 

 

Os primers TSPCR polimórficos nos respectivos progenitores foram utilizados na 

genotipagem das duas populações do PMQS, desenvolvidas para mapear QTLs para alto 

teor de ácido oléico (FA22 x CD219-RILs) e para baixo teor de ácido linolênico (A29 x 

Tucunaré-F2:3).  

Os primers TSPCR desenhados para discriminar os alelos de SNP identificados nos 

genes ARAF (Glyma03g27460.2) e PDAT (Glyma17g05910.1), foram amplificados em 

259 progênies F6 e nos genitores da população FA22 x CD219 (Figura 2). Enquanto que 

para população A29 x Tucunaré, foram genotipadas 185 progênies na geração F2, com os 

primers TSPCR desenhados no polimorfismo dos genes FAD3B (Glyma02g39230), 

FAD3C (Glyma18g06950) e ABI3 (Glyma18g38490.1) (Figura 3).  

 
               M   P1 P2   B   1    2    3    4     5    6    7   8    9   10  11  12 13  14  15 16  17   18  19  20   21 22  23  24  25  26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Genotipagem dos indivíduos utilizando primers TSPCR desenhados no polimorfismo 
(C/T) do gene candidato PDAT, em 26 RILs F6 (FA22 x CD219). P1(FA22), P2 (CD219), B 
(branco), Canaletas de 1 a 26 (progênies) e canaleta M – Marcador de tamanho (GeneRuler 100 bp 
DNA Ladder Plus – Fermentas). Note que o marcador PDAT produziu dois amplicons, o primeiro 
amplicom de 300 pb (produto de amplificação alelo-alternativo - TT) e um segundo amplicom de 
aproximadamente 150 pb (produto de amplificação  alelo-específico - tt). 

 

A segregação de cada marcador foi testada por meio do teste qui-quadrado 

(P < 0,05) utilizando o critério de Proteção Bonferroni. A segregação dos marcadores 

moleculares dos genes ABI3, FAD3B e FAD3C na população F2 do cruzamento entre A29 

e Tucunaré seguiu o padrão esperado (1:2:1). Os dois os marcadores genotipados na 

população de RILs, derivada do cruzamento entre os genótipos FA22 e CD219, seguiram o 

padrão esperado de 1:1 (Tabela 6). 

 
    TT  tt         TT  TT  TT tt   TT  TT  TT  TT tt   TT TT   tt   tt   TT TT TT   tt   TT   tt   tt     TT TT  tt    tt   TT  tt  
 

150pb 

  300pb 
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                  M   P1 P2  B   1    2    3    4    5    6    7   8    9  10  11  12  13  14  15  16  17  18 19  20   21  22 23  24  25  26 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Genotipagem dos indivíduos utilizando primers TSPCR desenhados no polimorfismo 
(G/A) do gene candidato FAD3C, em 26 progenies F2 (A29 x Tucunaré). P1(A29), P2 (Tucunaré), 
B (branco), Canaletas de 1 a 26 (progênies) e canaleta M – Marcador de tamanho (GeneRuler 100 
bp DNA Ladder Plus – Fermentas). Note que o marcador FAD3C produziu dois amplicons, o 
primeiro amplicom de 320 pb (produto de amplificação alelo-alternativo - GG) e um segundo 
amplicom de aproximadamente 230 pb (produto de amplificação  alelo-específico - gg). 

 

A metodologia de genotipagem TSPCR mostrou-se eficaz na discriminação dos 

alelos de SNP nas duas populações estudadas. Na população F2 A29 X Tucunaré, a 

metodologia TSPCR foi eficaz na discriminação das classes genotípicas (GG, Gg e gg) dos 

marcadores genotipados nessa população (Figura 3). Da mesma forma, para população de 

RILs FA22 x CD219, na discriminação das duas classes genotípicas (TT e tt) dos 

marcadores genotipados nessa população (Figura 4).  

Os SNP nos genes FAD3B e FAD3C do progenitor A29 foi caracterizado por 

BILYEU et al. (2006), permitindo o desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo 

PCR-RFLP específicos para os alelos de A29. A técnica de PCR-RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) consiste na utilização de enzimas de restrição, também 

conhecidas como endonucleases, cujo papel biológico é clivar moléculas de DNA exógeno 

e são encontradas em uma ampla variedade de organismos procariontes. O polimorfismo é 

observado por hibridização dos fragmentos de DNA digeridos com sequências homólogas 

(sondas) marcadas com radioatividade ou compostos que desencadeiem uma reação de 

luminescência. Este processo, no entanto, é caro e demanda muito tempo para sua 

execução. Além disso, devido à limitada existência de endonucleases, se torna muito difícil 

detectar toda forma de SNP presente no genoma. 

 

230pb 

  320pb 

  gg GG      Gg GG  Gg Gg Gg Gg  gg GG GG gg GG Gg gg  gg  Gg Gg Gg Gg   gg GG  gg Gg Gg  gg   Gg Gg 
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Atualmente, outras metodologias para a genotipagem de SNP estão disponíveis na 

literatura, entretanto, a maioria delas requer equipamentos e/ou reagentes de custo elevado, 

fora da realidade da maioria dos grupos de pesquisa e das empresas de melhoramento 

genético do Brasil. A metodologia de genotipagem TSPCR foi descrita pela primeira vez 

por HAYDEN et al. (2009), num trabalho de genotipagem de SNP em trigo. Ela se baseia 

na hibridização alelo-específica, onde o oligonucleotídeo iniciador é desenhado com seu 

terminal 3’ complementar ao SNP interrogado. Somente um dos dois possíveis alelos vai 

gerar um produto de amplificação do tamanho desejado, e a discriminação dos alelos é 

feita em gel de agarose, o que a torna de baixo custo.  
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                                 Tabela 6. Teste de segregação com os marcadores moleculares genotipados nas populações FA22 X CD219 
                                (RILs) e A29 x Tucunaré (F2). Classes genotípicas, hipótese, valor do teste de Qui-quadrado e probabilidade 
                                 para os marcadores para os marcadores 

Populações  FA22 x CD219                           A29 x Tucunaré 
  Classe genotípica            Classe genotípica   

Marcadores AA Aa aa Hipotese χ2 Probabilidade  BB Bb bb Hipotese χ2 Probabilidade   

ARAF 126 2 131 1:1 0,10           75,5ns  - - - - - -  

PDAT 115 5 139 1:1 2,27           13.2ns  - - - - - -  

ABI3 - - - - - -  38 66 38 1:2:1 0,70 70,32ns  

FAD3B - - - - - -  38 100 48 1:2:1 2,13 34,49ns  

FAD3C -  - - - -  39 90 54 1:2:1 2,508 28,53ns  

 Nível crítico: 10%  
 Total de testes: 20 
 Critério: Proteção Bonferroni 
 Número de distorções: 0 
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4.6. Análise de associação 

 

A associação marcador-característica foi determinada pela análise de marca 

simples, por meio de regressão linear (Tabela 7 e 8). Nenhum dos marcadores SNP 

genotipados na população de RILs (FA22 x CD219) apresentaram associações 

significativas com os ácidos graxos estudados.  

No entanto, para população segregante F2:3, derivada do cruzamento entre A29 e 

Tucunaré, os três marcadores apresentaram associações significativas com um ou mais 

constituinte dos ácidos graxos avaliados. O marcador SNP do gene ABI3 

(Glyma18g38490.1), apresentou associação significativa com a característica teor de 

ácido palmítico, explicando 5,42 % da variação do fenótipo (12,67 – 9,65 %) 

determinado pelo R2. O marcador SNP do gene FAD3B (Glyma02g39230), associou 

significativamente com os teores de ácidos graxos esteárico, explicando 3,38 % da 

variação fenotípica (5,59 – 2,40 %); oléico, explicando 6,22 % da variação da 

característica (27,82 – 14,14); e linolênico, explicando 2,79 % da variação do fenótipo 

(11.95 - 1,24). O marcador SNP do gene FAD3C (Glyma18g06950), apresentou 

associação significativa com os teores de ácidos graxos linoléico, explicando 9,21 % da 

variação fenotípica (68 – 55 %) e linolênico, explicando 9,51 % da variação dessa 

característica.  

Apesar do marcador SNP do gene ABI3 ter explicado somente 5,42 % da 

variação do teor de ácido palmítico, esse marcador pode ser utilizado pelo programa de 

melhoramento genético, em populações com “background” genéticos diferentes da 

utilizada no presente trabalho, visto que a população A29 x Tucunaré apresenta pouca 

variabilidade genética para essa característica. Atualmente, existe um grande interesse 

em reduzir o teor de ácido palmítico no óleo de soja que é destinado para produção de 

biodiesel, pois esse ácido graxo diminui a fluidez do biodiesel no frio (GRAEF et al., 

2009).  

 Na população F2, derivada do cruzamento entre A29 e Tucunaré, as progênies 

com os menores valores de ácidos linolênico na geração F2:3, apresentaram as formas 

recessivas para os genes FAD3B e FAD3C. Resultados semelhantes foram observados 

por BILYEU et al. (2006), avaliando uma população contrastante para teor de ácido 

linolênico, derivada do cruzamento entre os genótipos SS97-6946 e IA3017. Nesse 

estudo, foram avaliados 63 indivíduos e encontrado apenas um genótipo que 

apresentava as formas recessivas para os genes FAD3B e FAD3C e FAD3A, esse 
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indivíduo apresentou o menor conteúdo de ácido linolênico. PINTO (2012) realizou 

analise associativa do conteúdo de ácido linolênico com progênies F2 e F2:3, derivadas 

do cruzamento entre os genitores A29 e Tucunaré, observando que os indivíduos com 

menor conteúdo de ácido linolênico apresentam predominância de alelos recessivos 

(FAD3A, FAD3B e FAD3C), demonstrando que a herança para baixo teor de acido 

linolênico é recessiva.  

 A progênie que apresentou o maior teor de ácido oléico (25 %) na população F2:3 

(A29 x Tucunaré) foi recessiva para o gene FAD3B. Esse resultado indica a 

possibilidade da seleção de indivíduos com alto teor de ácido oléico, tendo em vista que 

a herança para teor de ácido oléico (18:1) é recessiva (RAHMAN et al.,1996). No 

entanto, esta efetividade deve ser testada em outras populações com “backgrounds” 

genéticos diferentes. 

 A efetividade dos marcadores FAD3B e FAD3C na seleção de baixo teor de 

ácido linolênico já foi testada em outras populações com “backgrounds” genéticos 

diferentes da utilizada no presente trabalho (BILYEU et al., 2005; BILYEU et al., 

2006).  
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               Tabela 7. Análise associativa dos marcadores SNP identificados nos genes ABI3, FAD3B e FADC com a composição de ácidos 
               graxos, avaliado na população derivada do cruzamento entre A29 x Tucunaré em F2:3  

                                                                            A29 x Tucunaré         

Ácidos Graxos Ácido Palmítico  Ácido Esteárico  Ácido Oléico  Ácido Linoléico  Ácido Linolênico 

Marcador Prob, F  Média R2
%  Prob, F  Média R2

%  Prob, F  Média R2
%  Prob, F  Média R2

% 
 

Prob, F  Média R2
% 

ABI3  0,0055** 11,18 5,42  1 4,14 0,015  0,145 17,33 1,52  1 60,99 0,02  1 6,35 0,34 

FAD3B  1 11,14 0,37  0,01* 3,90 3,38  0,0006** 17,84 6,22  1 61,80 0,04  0,02* 5,32 2,79 

FAD3C  0,1505 11,16 1,13  1 3,99 0,01  1 17,54 0,0146       0** 61,17 9,21  0** 6,14 9,51 

** e *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade 

 

               Tabela 8. Análise associativa dos marcadores SNP identificados nos genes ARAF e PDAT com a composição de ácidos graxos, 
               avaliado na população derivada do cruzamento entre FA22 x CD219 em RILs 

                                                                            FA22 x CD219         

Ácidos Graxos Ácido Palmítico  Ácido Esteárico  Ácido Oléico  Ácido Linoléico  Ácido Linolênico 

Marcador Prob, F  Média R2
%  Prob, F  Média R2

%  Prob, F  Média R2
%  Prob, F  Média R2

% 
 

Prob, F  Média R2
% 

ARAF  1 8,78 0,15  1 2,69 0,0001  1 35,89 0,03  1 46,75 0,01  1 5,90 0,12 

PDAT 1 8,78 0,006  1 2,69 0,1038  1 35,92 0,18  1 46,70 0,32  1 5,90 0,25 

** e *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade 
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5. Conclusões 

 

 Os primers desenhados em regiões específicas dos transcritos dos quatro 

genes candidatos selecionados, diretamente relacionados com composição de 

ácidos graxos, bem como os genes FAD3B e FAD3C que codificam ω-3-

dessaturases, afetando diretamente o acúmulo de ácido linolênico em sementes 

de soja, possibilitou a identificação 25 SNP e 3 INDELs em 8,461 Kpb de 

sequências, sendo a média de um SNP para cada 302 pb.   

 A metodologia TSPCR discriminou as três classes genotípicas dos três 

marcadores genotipados na população F2 (A29 x Tucunaré), bem como as 

duas classes genotípicas dos dois marcadores genotipados na população de 

RILs (FA22 x CD219).  

  Nenhum dos marcadores SNP genotipados na população de RILs (FA22 x 

CD219) apresentou associação significativa com os teores de ácidos graxos 

estudados. No entanto, para população segregante F2:3, derivada do 

cruzamento entre A29 e Tucunaré, os três marcadores apresentaram 

associações significativas com uma ou mais característica.  

 O marcador SNP do gene ABI3 associou significativamente com teor de ácido 

palmítico. O marcador SNP do gene FAD3B, associou significativamente com 

os teores de ácidos graxos esteárico, oléico e linolênico. Enquanto que o 

marcador SNP do gene FAD3C apresentou associação significativa com os 

teores de ácidos graxos; linoléico e linolênico. 

 Os marcadores SNP dos genes ABI3, FAD3B e FAD3C poderão ser usados 

para selecionar linhagens de soja com baixíssimos teores de ácido linolênico 

e/ou altos teores de ácido oléico. 

  



100 
 

 

6. Referências Bibliográficas 

 
BAUD S.; LEPINIEC L. Physiological and developmental regulation of seed oil 
production. Progress in Lipid Research, 2010. 
 
BILYEU, K. D.; PALAVALLI, L.; SLEPER, D. A.; BEUSELINCK, P. R.  Three 
microsomal omega-3 fatty-acid desaturase genes contribute to soybean linolenic acid 
levels Crop Science; v. 43, p.1833–1838, 2003. 
 
BILYEU, K. D.; PALAVALLI, L.; SLEPER, D. A.; BEUSELINCK, P. R. Molecular 
genetic resources for development of 1% linolenic acid soybeans Crop Science; v. 46, 
p.1913–1918, 2006.  
 
BILYEU, K. D.; PALAVALLI, L.; SLEPER, D. A.; BEUSELINCK, P. R. Mutations in 
Soybean microsomal omega-3 fatty acid desaturase genes reduce linolenic acid 
concentration in soybean seeds. Crop Science; v. 45, p.1830-1836, 2005. 
 
BRIM, C.A. A modified pedigree method of selection in soybeans. Crop science; v.6, 
p.22, 1966. 
 
BUBECK, D.M.; FEHR, W.R.; HAMMOND, E.G. Inheritance of palmitic and stearic 
acid mutants of soybean. Crop Science, Madison; v.29, p.652-56, 1989.  
 
CARDINAL, A.; BURTON, J. W.; CAMACHO-ROGER, A. M.; WHETTEN, R.; 
CHAPPELL, A. S.; BILYEU, K. D.; AUCLAIR, J.; DEWEY, R.E. Molecular analysis 
of GmFAD3A in two soybean populations segregating for the fan, fap1, and fapnc loci. 
Crop Science; v.51, 2011. 
 
CHING, A.; CALDWELL, K. S.; JUNG, M.; DOLAN, M.; SMITH, O. S. SNP 
frequency, haplotype structure and linkage disequilibrium in elite maize inbred lines. 
BMC Genetic; v.3, p.19, 2002. 
 
CRUZ, C.D.; SCHUSTER, I.  GQMOL: aplicativo computacional para análise de dados 
moleculares e de suas associações com caracteres quantitativos. Versão 2.1.  Viçosa: 
UFV, 2004.  Disponível em: <http://www.ufv.br/dbg/gqmol/gqmol.htm>.  Acesso em: 
13 jan. 2005. 
 
CRUZ, C.D.; SCHUSTER, I. GQMOL: aplicativo computacional para análise de dados 
moleculares e de suas associações com caracteres quantitativos. Versão 2.1.  Viçosa: 
UFV, 2004.  Disponível em: <http://www.ufv.br/dbg/gqmol/. 
 



101 
 

DUNTON, H. J.; LANCASTER, C. R.; EVANS, C. D.; COWAN, J. C. The flavor 
problem of soybean oil VII. Linolenic acid. Journal of the American Oil Chemists 
Society; v.28, p.115-118, 1951. 
 
GRAEF, G.; LAVALLEE, B. J.; TENOPIR,  P.; TAT, M.; SCHWEIGER, B.; 
KINNEY, A.J.; VAN GERPEN, J.H.; CLEMENTE, T.E. A high-oleic-acid and low-
palmitic-acid soybean: agronomic performance and evaluation as a feedstock for 
biodiesel. Plant Biotechnology Journal; v. 7, p. 411–421, 2009. 
 
GUPTA, P. K.; ROY, J. K.; PRASAD, M. Single nucleotide polymorphisms: A new 
paradigm for molecular marker technology and DNA polymorphism detection with 
emphasis on their use in plants. Current Science; v.80, n.4, p.4524-535, 2001. 
 
HAYDEN, M.J.; TABONE, T.; MATHE, D.E. Development and assessment of simple 
PCR markers for SNP genotyping in barley. Theoretical and Applied Genetics; v.119, 
p.939–951, 2009. 
 
HEPPARD, E. P.; KINNEY, A. J.; STECCA, K. L.; MIAO, G. H. Developmental and 
growth temperature regulation of two different microsomal ω-6-desaturase genes in 
soybeans. Journal Plant Physiology; v.110, p.311-319, 1996. 
 
HYTEN, L.D.; SONG, Q.; ZHU, Y.; CHOI, I.-Y.; NELSON, L.R.; COSTA, M.J.; 
SPECHT, E.J.; SHOEMAKER, R.C.; CREGAN, B.P. Impact of genetic bottlenecks on 
soybean genome diversity. Proceedings of the National Academy Sciences USA; 
v.103, p.16666–16671, 2006. 
 
KNOTHE, G Some aspects of biodiesel oxidative stability. Fuel Processing 
Technology; v. 88, p. 669-677, 2007. 
 
KONIECZNY, A.; AUSUBEL, F.M. A procedure for mapping Arabidopsis mutations 
using co-dominant ecotype-specific pcr- based markers. The Plant Journal; v.4, 
p.403–410, 1993. 
 
PINTO, M.O. Expressão e substituição alélica dos genes de dessaturases de ácidos 
graxos em soja. 2012. 80p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Viçosa, Viçosa 
 
PROCUNIER, J.D.; GRAY, M.; LIAKAT, A.M. Single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in hexaploid wheat and high Throughput SNP Detection by Invader Operation 
System. Proc. Plant and Animal Genomes. 11th conference., San-Diego. p.251, 2003. 
 
RAHMAN, S. M.; TAKAGI, Y.; KINOSHITA, T. Genetic control of high oleic acid 
content in the seed oil of two soybean mutants. Crop Science; Madison; v.36, n.5, p. 
1125-1128, 1996. 
 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235243%232007%23999119992%23656123%23FLA%23&_cdi=5243&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=562bc5d8112d53fe0209073f5ee1641b


102 
 

RAMOS, M. J.; FERNÁNDEZ, C. M.; CASAS, A.; RODRÍGUEZ, L.; PÉREZ, A 
Influence of fatty acid composition of raw materials on biodiesel properties. 
Bioresource Technology; v.100, p.261–268, 2009. 
 
SCHMUTZ, J.; CANNON, S.B.; SCHLUETER, J.; MA, J.; MITROS, T.; NELSON, 
W.; HYTEN, D.L.; SONG, Q.; THELEN, J.J.; CHENG, J.; XU, D.; HELLSTEN, U.; 
MAY, G.D.; YU, Y.; SAKURAI, T.; UMEZAWA, T.; BHATTACHARYYA, M.K.; 
SANDHU, D.; VALLIYODAN, B.; LINDQUIST, E.; PETO, M.; GRANT, D.; SHU, 
S.; GOODSTEIN, D.; BARRY, K.; FUTRELL-GRIGGS, M.; ABERNATHY, B.; DU, 
J.; TIAN, Z.; ZHU, L.; GILL, N.; JOSHI, T.; LIBAULT, M.; SETHURAMAN, A.; 
ZHANG X.C.; SHINOZAKI, K.; NGUYEN, H.T.; WING, R.A.; CREGAN, P.; 
SPECHT, J.; GRIMWOOD, J.; ROKHSAR, D.; STACEY, G.; SHOEMAKER, R.C.; 
JACKSON, S.A. Genome sequence of the paleopolyploid soybean. Nature; v.463, p. 
178-183. 2010. 
 
USDA - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. Disponível em: < 
http://www.fas.usda.gov/oilseeds/circular/2012/April/oilseeds_full04-12.pdf>. Acesso 
em: agosto de 2012. 
 
WEI, W.H.; CHEN, B.; YAN, X.H.; WANG, L.J.; ZHANG, H.F.; CHENG, J.P.; 
ZHOU, X.A.; AI-HUA SHA, A.H.; SHEN, H. Identification of differentially expressed 
genes in soybean seeds differing in oil content. Plant Science; v.175: p. 663–673, 2008. 
WESELAKE, R.J.,; TAYLOR, D.C.; RAHMAN, M.H.; SHAH, S.;  LAROCHE, A.;  
MCVETTY, P.B.E.; HARWOOD, J.O.H.N. L. Increasing the flow of carbon into seed 
oil. Biotechnology Advances; v. 27, p. 866-78, 2009.  
 
ZHU, Y.L.; SONG, Q.J.; HYTEN, D.L.; VANTASSELL, C.P.; MATUKUMALLI, 
L.K.; GRIMM, D.R.; HYATT, S.M.; FICKUS, E.W.; YOUNG, N.D.; CREGAN, P.B.. 
Single-nucleotide polymorphisms in soybean. Genetics; v.163, p.1123-1134, 2003. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


	RAFAEL DELMOND BUENO
	Identificação de marcadores SNP em genes candidatos associados ao conteúdo e qualidade do óleo de soja
	RAFAEL DELMOND BUENO
	Identificação de marcadores SNP em genes candidatos associados ao conteúdo e qualidade do óleo de soja
	3.1. Produção e importância econômica do óleo de soja 3
	3.2. Composição e qualidade do óleo de soja 5
	3.3. Biossíntese e armazenamento de triacilgliceróis (TGA) na semente 6
	3.4. Genes candidatos 15
	3.5. Marcadores SNP 16
	3.6. Metodologias de genotipagem 19
	3.1. Escolha do material genético 36
	3.2. Seleção dos genes candidatos e desenho de primers 37
	3.3. Reações de amplificação e sequenciamento 41
	3.4. Análise de expressão in silico 41
	3.5. Populações 42
	3.6. Extração do DNA 43
	3.7. Determinação dos teores de óleo e proteínas  43
	3.8. Análise estatística dos dados 43
	3.8.1. Teste de normalidade 43
	3.8.1.1. Teste de assimetria 43
	3.8.1.2. Teste de curtose 44
	3.8.1.3. Teste de Lilliefors 45
	3.8.2. Análise de variância 46
	3.8.3. Análise associativa 47
	3.8.4. Recursos computacionais 48
	3.9. Desenhos dos primers de genotipagem TSPCR 48
	3.10. Genotipagem de SNP utilizando a metodologia TSPCR 49
	4.1. Amplificação de fragmentos dos genes candidatos por PCR 49
	4.2. Sequenciamento e identificação de polimorfismos 51
	4.3. Análise de expressão gênica em Northern Eletrônico 54
	4.4. Avaliação genética e estatística das populações de mapeamento 57
	4.5. Teste com os primers TSPCR 59
	4.6. Genotipagem das populações de RILs e teste de segregação 64
	4.7. Análise de associação 66
	3.1. Material genético 77
	3.2. Seleção dos genes candidatos e desenho de primers 78
	3.3. Reações de amplificação e sequenciamento  81
	3.4. Populações de soja utilizadas 81
	3.5.    Extração do DNA  82
	3.6. Determinação da composição de ácidos graxos   82
	3.7. Análise estatística dos dados  82
	3.8. Desenhos dos primers de genotipagem TSPCR  82
	3.9. Genotipagem de SNP utilizando a metodologia TSPCR 83
	4.1. Amplificação de fragmentos dos genes candidatos por PCR 83
	4.2. Sequenciamento e identificação de polimorfismos 84
	4.3. Avaliação genética e estatística das populações de mapeamento 85
	4.4. Teste com os primers TSPCR 89
	4.5. Genotipagem das populações e teste de segregação 92
	4.6. Análise de associação 96


