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RESUMO 
 

SILVA, Danielle Fernandes da, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, Julho de 
2009. Identificação e validação de marcadores moleculares indel e 
SNP para lipoxigenases de sementes de soja. Orientador: Maurílio 
Alves Moreira. Co-orientadores: Everaldo Gonçalves de Barros e Luiz 
Orlando Oliveira. 

 

A degradação oxidativa dos ácidos graxos da fração óleo de soja, que 

ocorre durante o processamento dos grãos, desenvolve o sabor de feijão cru 

que altera a palatabilidade e conseqüentemente aceitabilidade dos produtos à 

base de soja, resultando em problemas para a indústria de alimentos. A enzima 

lipoxigenase (linoleato: O2 oxirredutase, EC 1.13.11.12), catalizadora dessa 

reação oxidativa, está presente na semente de soja sob a forma de três 

isoenzimas codificadas por três genes dominantes,  Lox1, Lox2 e Lox3. A 

seleção assistida por marcadores moleculares é uma área que possui grande 

impacto dentro dos programas de melhoramento. Recentemente, uma nova 

classe de marcadores moleculares, denominados indel (Inserção/deleção) e 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism), vem sendo utilizada. Estes se baseiam 

na detecção de polimorfismos resultantes da alteração de uma única base no 

genoma. A identificação de marcadores moleculares dentro dos genes que 

codificam as lipoxigenases poderá auxiliar na seleção de alelos recessivos que 

determinam a ausência de lipoxigenases na semente, acelerando assim o 

processo de melhoramento da soja. Os objetivos desse trabalho foram a 

confirmação e identificação de polimorfismos presentes nas seqüências dos 

genes que codificam as lipoxigenases 2 e 3, respectivamente; entre 

variedades, de origem genética distintas, utilizadas no Programa de 

Melhoramento da Qualidade da Soja-BIOAGRO/UFV e validação de alguns 

desses polimorfismos como marcadores moleculares. Um par de primers para 

a LOX2 e 14 pares de primers desenhados para amplificar todo o gene da 

LOX3, foram utilizados para a obtenção dos fragmentos dos genes. As 

seqüências foram obtidas a partir do seqüenciamento direto dos produtos de 

PCR de cada par de primer. Posteriormente, uma população de RILs 

contrastantes para presença/ausência das lipoxigenases das sementes, foi 



 x

utilizada para a validação de dois SNPs como marcadores dos genes LOX 2 e 

um indel como marcador para LOX 3 . O método de genotipagem usado foi o 

seqüenciamento direto dos fragmentos que continham os polimorfismos em 

estudo. Dois SNPs para LOX 2 e o indel contido no primeiro éxon do gene LOX 

3 co-segregaram com o caráter presença/ausência de LOX 2 e 3 

respectivamente nos indivíduos da população de RILs. Esses polimorfismos 

têm potencial para serem utilizados como ferramentas no melhoramento da 

soja assistido por marcadores moleculares. 
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ABSTRACT 
 

SILVA, Danielle Fernandes da, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, July,  
2009. Identification and validation of indel and SNP molecular 
markers for soybean seed lipoxygenases. Adviser: Maurílio Alves 
Moreira. Co-advisers: Everaldo Gonçalves de Barros and Luiz Orlando 
Oliveira. 

 

The oxidative degradation of fatty acids from soybean oil fraction, that 

occurs during the grain processing, develop a flavor of “unripe been” that modify 

the palatability and therefore the acceptability of soybean products, resulting in 

problems for the food industry. The enzyme lipoxygenases (linoleate: O2 

oxidoreductase, EC 1.13.11.12), that catalyses this oxidation reaction, are 

present in soybean seed in the three isozyme forms encoded by three dominant 

genes, Lox1, Lox2 and Lox3. The selection assisted by molecular markers is an 

area that has great impact within breeding programs. Recently, a new class of 

molecular markers, called indel (insertion / deletion) and SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism) have been used. These are based on detection of 

polymorphisms by the change of a single base in the genome. The identification 

of molecular markers within the genes encoding lipoxygenase may help in the 

selection of recessive alleles that determine the absence of lipoxygenase in the 

seed, accelerating the process of soybean breeding. The objective of this study 

was verify and identify the polymorphisms in the sequences of genes Lox2 and 

Lox3, respectively, between varieties of different genetic origin used in the 

Program of Improvement and quality of Soybean at BIOAGRO/UFV, and to 

validate some of these polymorphisms as molecular markers. A pair of primers 

for LOX2 and 14 pairs of primers designed to amplify the entire gene LOX3 

were used to obtain  genes fragments. The sequences were obtained from the 

direct sequencing of PCR products from each primer pair.  Subsequently, a 

population of RILs contrasting for the presence / absence of seed 

lipoxygenases, were used for the validation of two SNPs as markers for genes 

Lox 2 and a indel marker for LOX 3. The genotyping method used was the 

direct sequencing of fragments that contained the polymorphisms studied. Two 

SNPs for LOX 2 and the indel contained in the first exon of the gene LOX 3 

were co-segregated with the character presence/absence of LOX 2 and 3 



 xii

respectively in the individuals of the population of RILs. These polymorphisms 

have the potential to be used as tools in soybean breeding assisted by 

molecular markers. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A soja (Glycine max (L.) Merrill) constitui o principal produto agrícola de 

exportação brasileiro, sendo cultivada praticamente em todo território nacional. 

O grande interesse no cultivo da soja deve-se a composição típica do grão, que 

apresenta em torno de 40% de teor protéico e 20% de teor de óleo como 

também a alta produtividade de seus cultivares. 

As características nutricionais dos grãos de soja têm sido amplamente 

estudadas, uma vez que a soja possui alto teor de proteína de boa qualidade, 

bom teor de fibras e quantidade reduzida de gordura saturada, presença de 

isoflavonas, entre outras características, que conferem uma relação benéfica 

entre o consumo de soja e a saúde humana. Estudos relatam uma relação 

entre o consumo de soja e a redução dos riscos de doenças crônicas não-

infecciosas como as doenças cardiovasculares, alguns tipos de cânceres e 

osteoporose.  

A utilização dos produtos derivados de soja no consumo humano é ainda 

limitada, em conseqüência das características indesejáveis encontradas no 

grão tais como textura, odores desagradáveis e sabor adstringente os quais 

são proporcionados em grande parte pelas enzimas lipoxigenases presentes. 

A degradação oxidativa dos ácidos graxos de reserva da soja, ocorrida 

durante o processamento dos grãos, é responsável pelo sabor de feijão cru 

também denominado “beany flavor”. A enzima lipoxigenase (linoleato: O2 

oxirredutase, EC 1.13.11.12), catalizadora dessa reação, está presente nas 

sementes de soja sob a forma de três isoenzimas codificadas por três genes 

dominantes, Lox1, Lox2 e Lox3. Os produtos da ação dessas enzimas são 

hidroperóxidos, que se degradam formando compostos carbonílicos 

responsáveis pela palatabilidade indesejada dos produtos à base de soja. 

A seleção assistida por marcadores moleculares é uma área que possui 

grande impacto dentro dos programas de melhoramento de plantas na 

atualidade. Constitui-se em um processo rápido, eficiente e seguro, sendo de 

fundamental importância para o desenvolvimento de novos cultivares. Dentre 

os marcadores moleculares se destacam os marcadores indel e SNP que são 

muito convenientes aos melhoristas de plantas, por combinarem muitas 
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vantagens, entre elas sua natureza codominante, elevado grau de 

polimorfismos, abundância e presença em todo o genoma de plantas, além dos 

varios métodos disponíveis para acessar esses polimorfismos. 

A identificação de marcadores moleculares indel e SNP ligados aos genes 

que codificam as lipoxigenases de semente de soja pode auxiliar no 

monitoramento na introdução da característica ausência de LOX em cultivares 

comerciais, acelerando assim o processo de melhoramento.  

Dentro deste contexto, objetivou-se com este trabalho, a confirmação dos 

polimorfismos descritos por KIM et al. (2004) no gene  Lox2 e identificação de 

novos polimorfismos no gene Lox3 de soja nos genótipos do programa de 

melhoramento da qualidade da soja da UFV (PMQS-BIOAGRO/UFV), e 

posterior validação desses polimorfismos como possíveis marcadores para 

essas características. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. A soja 

A soja é uma leguminosa originária da China, região de clima temperado, 

mas apresenta boa adaptação às condições climáticas encontradas no Brasil, 

devido principalmente aos trabalhos de melhoramento genético (GONDIM, 

2001). Constitui atualmente um dos produtos agrícolas de maior importância no 

Brasil (Tabela 1), ocupando lugar de destaque na pauta de exportação, com 

uma produção na safra 2008/2009 de cerca de 57 milhões de toneladas 

(CONAB 2009).  

 

Tabela 1 – Comparação da produção das principais culturas cultivadas no 
Brasil 

Culturas 
Total Área 

Plantada (1000 ha)
Produção Total 

(1000 t) 
Exportação 
grãos1 (t) 

Soja 21.730,5 57.137,4 12.601.504 

Milho 14.122,3 49.882,3 2.951.907 

Trigo 2.423,3 6.01 5,6 284.196 

Feijão 4.159,9 3.524 ,2 763 

Arroz 2.924,7 12.744,3 205.063 

Algodão 833,2 1.857,8 216.523 
1Jan/Abr 2009 – CONAB (2009) 

 

Esta leguminosa tem sido a principal fonte de proteína na dieta de milhões 

de pessoas na Ásia, o que não pode ser dito para o resto do mundo, onde o 

seu consumo direto e de derivados é ainda pequeno, quando comparado ao 

uso do óleo (MOREIRA, 1999). 

 Desta forma, a soja constitui um bom alvo para o melhoramento genético, 

por representar uma cultura de grande interesse econômico e constituir uma 

importante fonte de óleo e proteínas (YADAV, 1996). O desenvolvimento de 

programas de melhoramento de soja no Brasil possibilitou o lançamento de 

novas cultivares, contribuindo para a grande expansão do cultivo da soja em 

diversas regiões do país (SEDIYAMA et al., 1999). 
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As características nutricionais dos grãos de soja têm sido amplamente 

estudadas, uma vez que a soja possui alto teor de proteína de boa qualidade, 

bom teor de fibras e quantidade reduzida de gordura saturada conferem uma  

relação benéfica entre o consumo de soja e a saúde humana. Estudos relatam 

uma relação entre o consumo de soja e a redução dos riscos de doenças 

crônicas não-infecciosas como as doenças cardiovasculares, alguns tipos de 

cânceres e osteoporose. Entretanto a utilização do produto no consumo 

humano é limitada pela presença de fatores antinutricionais e das 

lipoxigenases (SILVA et al., 2006).  

A soja integral pode ser considerada um alimento de ótima qualidade , 

porém os produtos derivados da soja não têm boa aceitação no mercado em 

consequência das características indesejáveis encontradas no grão tais como 

textura, odores desagradáveis e sabor adstringente, os quais são 

proporcionados em grande parte pela presença de enzimas lipoxigenases 

(VANDERGRIFT, 1983, MARTINS et al. 2002). 

 
2.2.  As lipoxigenases 

As lipoxigenases são enzimas que catalisam a adição de oxigênio 

molecular aos ácidos graxos poliinsaturados, ácido linolênico e linoléico (Figura 

1).  

 
 

 

 
 

 

 

Figura 1 – Reação primária catalisada pelas lipoxigenases usando o ácido 
linoléico como substrato indicando os dois possíveis produtos,  ácido 9- e 13-
hidroperoxilinoléico. 

 

Especificamente, as lipoxigenases são dioxigenases que contêm um átomo 

de ferro associado às suas estruturas tridimencionais, responsáveis por 

catalisar a oxigenação estereoespecífica e a hidroperoxidação de lipídios, 

CH3
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contendo uma dupla ligação do tipo cis, cis-1,4-pentadieno em suas estruturas. 

Nas sementes de plantas estas enzimas utilizam os ácidos linoléico e linolênico 

como substratos. 

 Todas as lipoxigenases são proteínas que possuem apenas uma 

subunidade polipeptídica e podem ser encontradas nas sementes nas três 

formas isoenzimáticas: lipoxigenase 1 (LOX 1), lipoxigenase 2 (LOX 2) e 

lipoxigenase 3 (LOX 3). A herança que condiciona a ausência/presença das 

lipoxigenases nos grãos de soja é mendeliana simples, sendo que os alelos 

que determinam a ausência dessas isoenzimas são recessivos. Os locos que 

controlam a LOX 1 e 2 estão ligados e o loco que controla LOX3 apresenta 

segregação independente (KITAMURA et al., 1983). 

AXELROD et al. (1981) purificaram quatro isoenzimas distintas de 

lipoxigenase de semente de soja, que foram designadas LOX 1, LOX 2, LOX3a 

e LOX3b. Contudo, pela grande similaridade, tanto no comportamento quanto 

na composição das isoenzimas LOX3a e LOX3b esses autores consideraram, 

para efeito analítico, a existência de somente uma isoenzima LOX 3. As três 

isoenzimas são globulares, solúveis em soluções salinas diluídas, sendo cada 

uma formada por uma única cadeia polipeptídica (SIEDOW, 1991). As 

lipoxigenases de sementes de soja têm sido bastante estudadas, devido a sua 

importância na determinação da qualidade dos produtos de soja 

(HILDEBRAND, 1988). 

A LOX 1 é a mais efetiva na hidroperoxidação de ácidos graxos livres, com 

pH ótimo em torno de 9; enquanto que a LOX 2 e 3 são mais efetivas na 

hidroperoxidação de ácidos graxos neutros, como metil ésteres de ácidos 

graxos (GARDNER et al.,1995). Os valores de pH ótimo para cada enzima LOX 

2 e 3 são respectivamente em torno de 6,5 e 7 (SIEDOW, 1991).  

Dentre as três lipoxigenases, a LOX 1 é a que apresenta maior atividade “in 

vitro” e maior estabilidade térmica. As três lipoxigenases de sementes são 

proteínas monoméricas similares, com massas moleculares entre 94 e 97 kD, 

apresentando pontos isoelétricos distintos (HILDEBRAND, 1988). 

Estas enzimas estão amplamente distribuídas na natureza. A atividade de 

lipoxigenases em soja não varia somente entre os diferentes órgãos e tecidos, 

mas também entre os diferentes estádios do desenvolvimento da planta 
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(MULLER, 1997). As lipoxigenases de plantas estão envolvidas em uma série 

de diferentes aspectos da fisiologia da planta, incluindo o crescimento e 

desenvolvimento,resistência a pragas, senescência e respostas a ferimentos 

(PDB). 

O sabor e odor desagradáveis presentes em produtos derivados da soja 

conhecidos como “beany flavor” são originados da associação de compostos 

carbonílicos de cadeia curta com a fração protéica. Estes compostos são 

produtos finais de uma série de reações que se inicia com a hidroperoxidação 

de ácidos graxos poliinsaturados, catalisada pelas lipoxigenases que 

constituem aproximadamente 1% do total das proteínas do grão de soja 

(MONTEIRO et al., 2004). A eliminação genética das lipoxigenases é 

considerada a forma mais eficiente de reduzir o “beany flavor” (sabor de feijão 

cru), porque o tratamento térmico utilizado para a inativação dessas 

isoenzimas, apesar de ter eficiência razoável, prejudica sensivelmente as 

propriedades funcionais das proteínas presentes no grão (KINSELLA, 1979). 

A seleção de genótipos superiores por meio do uso de marcadores 

moleculares de DNA em programas que objetivam a introgressão de genes por 

meio de retrocruzamentos é um exemplo largamente utilizado de seleção 

assistida que busca principalmente introduzir características de herança 

simples, selecionar genótipos mais próximos ao genótipo recorrente com 

menor número de ciclos, acelerando assim a obtenção de novos cultivares 

melhorados (CARPENTIERI-PÍPOLO et al., 2006). 

No Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja para a Agroindústria 

desenvolvido no Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária da 

Universidade Federal de Viçosa (PMQS-BIOAGRO/UFV) foram desenvolvidos 

cultivares comerciais que apresentam ausência de LOX na semente, por meio 

de retrocruzamentos, visando à diminuição do “beany flavor”. 

A combinação de métodos clássicos de melhoramento genético com 

tecnologias de genética molecular de análises de DNA têm contribuído 

significativamente para a ampliação do conhecimento genético e acelerar os 

programas de melhoramento (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 
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2.3.  Marcadores Moleculares 

Segundo SAKIYAMA (1993) o termo marcador tem sido utilizado para 

designar fatores morfológicos, fisiológicos, bioquímicos ou genéticos que por 

co-segregarem com os genes de interesse, permitem o estudo comparativo de 

genótipos e de suas progênies. Entre esses, os marcadores de DNA são os 

mais utilizados na atualidade. 

Nos estudos de genética e melhoramento, nos anos 60, eram 

principalmente utilizados marcadores morfológicos, ou seja, fenótipos de fácil 

identificação visual, como cor dos animais, das pétalas, morfologia foliar, entre 

outros. No entanto, devido ao reduzido número de marcadores morfológicos 

polimórficos, a probabilidade de encontrar associações entre esses marcadores 

e características importantes é reduzida (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 

1995). 

Este quadro começou a mudar com a utilização dos primeiros marcadores 

moleculares, o termo aloenzimas introduzido por MARKET & MOLLER (1959) 

que define variantes de uma mesma proteína, detectados por eletroforese. Este 

tipo de marcador tem a vantagem de ser relativamente barato, no entanto 

apresenta um baixo número de variantes nas proteínas o que também limitou o 

desenvolvimento de mapas genéticos saturados. Em meados dos anos 80, 

quando os métodos de avaliação de variações do DNA tornaram-se 

amplamente disponíveis, marcadores baseados no DNA substituíram 

amplamente as aloenzimas em estudos de mapeamento (BORÉM & CAIXETA, 

2006). 

Considerando que o DNA é o material genético dos organismos e, que 

variações fenotípicas entre esses indivíduos são reflexo direto de diferenças 

nas seqüências de nucleotídeos do DNA; uma série de técnicas pode ser 

utilizada para acessar essas variações no DNA. De acordo com GUPTA 

(1999), os diversos marcadores moleculares podem ser divididos em três 

classes de acordo com o método utilizado para a sua detecção: marcadores 

baseados na hibridização do DNA, como os polimorfismos de comprimento de 

fragmentos de restrição do DNA o RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism); os baseados na reação em cadeia da polimerase PCR 

(Polymerase Chain Reaction), tais como RAPD, SCAR, AFLP e SSR; e por 
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último os baseados na variação entre seqüências e na utilização de chips de 

DNA, como exemplo os marcadores indel e SNP- Single Nucleotide 

Polymorphism. 

Os polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição do DNA 

(RFLP) foram os primeiros marcadores moleculares desenvolvidos. A 

metodologia RFLP consiste na digestão do DNA com uma variedade de 

enzimas de restrição e análise eletroforética do DNA após sofrerem clivagem 

específica após o uso de enzimas de restrição. Após a separação dos 

fragmentos, bandas individuais são detectadas pela utilização de sondas de 

DNA marcadas, que tem bases complementares à determinada região do 

genoma. Marcadores RFLP possuem expressão codominante, assim, 

possibilitando a identificação de genótipos homozigotos e heterozigotos 

(BOLTSTEIN, 1989). Os polimorfismos detectados pelo  

RFLP podem ter se resultado de mudanças no DNA de uma única base tais 

como inserções e deleções causando uma perda ou ganho de sítios de 

restrição (McCOUCH et al., 1988; EDWARDS et al., 2004). Esse marcador foi 

utilizado na construção de mapas genéticos de diversas espécies vegetais, tais 

como soja (NJITI et al., 2002); milho (GROH et al., 1998; SÉNE et al., 2000; 

CARDINAL et al. 2001), arroz (HE et al., 2001; CHEN et al.,2003; UGA et al., 

2003) e trigo (NACHIT et al., 2001). 

A amplificação do DNA por PCR baseia-se no pareamento de um par de 

primers, que são pequenas moléculas de DNA fita simples, utilizadas como 

iniciadores e que delimitam a seqüência de DNA de fita dupla, alvo da 

amplificação (MULLIS & FALLONA,1987). Marcadores baseados no PCR 

requerem muito menos DNA que os marcadores RFLP, além de serem mais 

compatíveis com a genotipagem automatizada (GUIMARÃES et al., 2007).  

Na técnica de RAPD, fragmentos de DNA são amplificados no genoma 

com a utilização de primers curtos, aproximadamente 10 nucleotídeos, de 

seqüência arbitrária (WILLIAMS et al., 1990; WELSH & McCLELLAND, 1990). 

Os marcadores RAPD têm a vantagem de que um simples primer poder revelar 

muitos locos de uma só vez em que cada loco corresponde a uma região 

diferente do genoma analisado. Contudo, não é possível a distinção do 

genótipo homozigoto dominante do heterozigoto, pois estes marcadores são 
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dominantes. Os marcadores RAPD foram utilizados no mapeamento genético 

de vários organismos, como soja (HNETKOVSKY et al., 1996; CHANG et al., 

1997; FERREIRA et al., 2000; NJITI et al., 2002) ; arroz (CAI & MORISHIMA, 

2002; UGA et al., 2003)  e eucalipto (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). 

Os AFLPs são marcadores derivados da amplificação seletiva de 

fragmentos de restrição (VOS et al., 1995) . Permite a obtenção de grande 

número de polimorfismo e isso tem levado a sua utilização na obtenção de 

mapas altamente saturados (BALLVORA et al., 1995, MEKSEM et al., 1995, 

GEBHARDT, 1995). Os marcadores AFLP têm muitas das vantagens dos 

marcadores RAPD, e ainda permitem uma maior reprodutibilidade dos dados 

(GUIMARÃES et al., 2007). 

Os microssatélites, também conhecidos como SSR (Simple Sequence 

Repeats), são marcadores moleculares com herança mendeliana e consistem 

de regiões de DNA de unidades mono-, di-, tri-, tetra- ou pentanucleotídica 

repetidas em tandem; estão dispersas ao acaso por todo o genoma (GUPTA & 

VARSHNEY, 2000). Os marcadores microssatélites são obtidos pela 

amplificação destas seqüências de nucleotídeos repetidas por meio do PCR, 

utilizando para isto um par de primers específicos contendo de 20 a 30 bases 

de comprimento, complementares a seqüências únicas conservadas que 

flanqueiam o microssatélite (WEBER & MAY, 1989). Diferenças no número de 

repetições em tandem é que são responsáveis pelos polimorfismos de tamanho 

entre os fragmentos de PCR. Devido à expressão codominante destes 

marcadores e ao seu multialelismo, eles podem ser aplicados a todos os tipos 

de populações segregantes empregadas no mapeamento genético e estudos 

de ligação (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Foram utilizados 

marcadores microssatélites no mapeamento da soja : CHANG et al.(1997), 

CREGAN et al. (1999), MEKSEM et al. (2001), IQBAL et al. (2001), YUAN et al. 

(2002) e NJITI et al. (2002); em trigo NACHIT et al. (2001) e em milho 

CARDINAL et al. (2001). 

O seqüenciamento do DNA permitiu a detecção de alterações de bases 

únicas no DNA e possibilitaram o desenvolvimento de marcadores baseados 

em polimorfismos em um único par de bases (Single Nucleotide Polymorphism 

– SNP). Existe uma divergência entre os conceitos de SNP presentes na 
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literatura. Segundo KWOK (1996), KRUGLYAK (1997) e COLLINS (1998) 

SNPs  são variações de nucleotídeos ou pequenas inserções/deleções nas 

seqüências de bases em fragmentos homólogos de DNA, sendo estes as mais 

freqüentes formas de polimorfismo observado no genoma humano. No entanto, 

BROOKES (1999), RAFALSKI (2002) e VIGNAL et al. (2002) separam o 

conceito de SNPs do de indels, sendo o primeiro ocasionado por substituições 

de base e o segundo por inserções e deleções porque muito provavelmente 

eles são originados por mecanismos genéticos distintos. 

 
2.4. Polimorfismo indel e SNP 

2.4.1. Diversidade nucleotídica 

As variabilidades presentes no genoma, caracterizadas como mutações 

são alterações no material genético que podem ser herdáveis. Quando estas 

variabilidades são localizadas, ou seja, alteram apenas poucas bases, são 

chamadas de mutações pontuais (ALBERTS et al., 2002). Essas mutações 

pontuais podem ser substituições ou inserções/deleções de bases (indels). As 

substituições podem ser de duas naturezas: as que envolvem trocas de bases 

de mesma natureza química, ou seja, entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas 

pirimidinas (C/T ou T/C) e são denominadas transições ou as transversões  que 

são substituições que acarretam numa incorporação de base de natureza 

química distinta, ou seja, uma purina por uma pirimidina ou vice-versa 

(BROOKES, 1999). Essas alterações, algumas vezes, têm origem em erros de 

incorporação de bases durante a replicação do DNA.  

No entanto, devido à redundância do código genético, nem todas as 

alterações de pares de base acarretarão alterações dos aminoácidos da 

proteína, principalmente quando ocorrem na terceira base do códon (ALBERTS 

et al., 2002). Estas alterações de bases que não acarretam modificação do 

aminoácido são chamadas de silenciosas. Como este tipo de mutação não tem 

nenhum efeito positivo ou negativo na descendência do indivíduo, acaba por 

ser considerada uma mutação neutra (LEWIN et al., 2000).  

Os polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs – single nucleotide 

polymorphism) que ocorrem em éxons e que são responsáveis por uma 
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variação em um aminoácido da proteína são chamados de não sinônimos. Os 

que não acarretam variação da seqüência de aminoácidos são chamados de 

sinônimos, podendo a substituição ser conservativa ou não conservativa em 

função das características dos aminoácidos envolvidos na troca (Figura 2). 

Mesmo não alterando a proteína, os SNPs sinônimos podem alterar a estrutura 

do RNA mensageiro e desestabilizá-lo, afetando a concentração final da 

proteína (GRIFFITHS et al., 2001). 
Proteína

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

Indivíduo 2 GCG AGA GAT AAT TGT ...
Mudança no códon, sem 

alterar aminoácido
Ala Arg Asp Asn Cys

Indivíduo 3 GCA AAA GAT AAT TGT ...
Mudança no códon e 

Mudança no aminoácido
Ala Lys Asp Asn Cys

Ativa

Ativa

Inativa  

Figura 2. Ilustração de possíveis variações na seqüência de um gene. No 
indivíduo 2 a substituição não alterou o aminoácido incorporado, caracterizando 
o SNP sinônimo. No indivíduo 3 é mostrado um SNP do tipo não-sinônimo 
onde a substituição alterou o aminoácido incorporado, alterando também a 
estrutura da proteína. 

 

Existem também as substituições que acabam por gerar códons de 

terminação. Estas podem inviabilizar a funcionalidade da proteína por 

interromper a seqüência da mesma, fatalmente impossibilitando a sua atividade 

(VOET & VOET, 2006). 

Quando ocorre uma inserção ou deleção (indel) dentro da região 

codificadora de um gene, o quadro de leitura (frameshift) pode ser alterado, 

acarretando na mudança dos aminoácidos do restante da proteína. Esse tipo 

de mutação é o mais prejudicial, pois acarreta mudança drástica da estrutura 

final do polipeptídeo (LEWIN et al., 2000) .  

 
2.4.2. Marcadores indel e SNP 

A disponibilidade crescente de seqüências parciais de genes, nos bancos 

de dados, promoveu a descoberta de uma grande quantidade de polimorfismos 

de uma base entre indivíduos de uma mesma espécie. Tais polimorfismos de 
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uma única base são denominados SNPs - Single Nucleotide Polymorphism 

(GUIMARÃES & COSTA, 2002). Para que tal posição seja considerada como 

um SNP, assume-se para um dado loco, que o alelo menos freqüente na 

população tenha uma abundância acima de 1%. Essa freqüência mínima 

impede que polimorfismos verdadeiros sejam confundidos com raras mutações 

pontuais e erros de incorporação de bases durante a manipulação in vitro do 

DNA. A princípio, os SNPs podem ser polimorfismos bi-, tri-, ou tetralélicos, 

entretanto na prática são em geral bialélicos (BROOKES, 1999). Segundo 

VIGNAL et al. (2002) esse fato é justificado pela ocorrência desigual (1,5 - 2,5 

vezes mais) de transições (A↔G, T↔C) em comparação com as transversões 

(A↔C, A↔T, G↔C e G↔T) isso porque a taxa de desaminação espontânea da 

5–metilcitosina para timina é alta em CG dinucleotídeos (COULONDRE et al., 

1978). 

Indels e SNPs ocorrem com grande freqüência em todos os genomas, e 

provavelmente são responsáveis pela maioria das contribuições do genótipo na 

variação do fenótipo (BOTSTEIN & RISCH, 2003). Esses polimorfismos 

ocorrem tanto em regiões codificadoras (éxons), não codificadoras (íntrons), 

regiões transcritas e não traduzidas quanto em regiões promotoras dos 

genomas (RAFALSKI, 2002).  

SNPs podem também afetar o splicing alternativo, quando se encontram 

nas junções íntron-éxon; gerar alterações no padrão de expressão de genes 

quando ocorrem em regiões promotoras; gerar ou suprimir códons de 

terminação ou poliadenilação na molécula de RNA mensageiro; e alterar 

códons de iniciação de tradução e, conseqüentemente afetar a quantidade de 

proteína produzida (KWOK & GU, 1999) 

SNPs em regiões cis-regulatórias podem ter um impacto considerável em 

um fenótipo, a partir do momento que podem alterar a afinidade de fatores de 

transcrição por estas regiões, alterando o nível de transcrição e, podendo levar 

a uma mudança na disponibilidade de uma determinada proteína. Acredita-se 

que esses SNPs tenham um papel importante na evolução das espécies por 

levarem a uma modulação leve de determinados traços fenotípicos (WRAY, 

2007). 



 13

Grande parte dos estudos tem relatado a associação entre um único SNP e 

uma determinada patologia, ou mesmo definido um SNP como um marcador 

para pré-disposição a uma determinada doença. Visando à compreensão das 

bases moleculares de doenças de características genéticas mais complexas, 

pesquisas têm sido intensificadas no sentido de tentar associar ao fenótipo 

alterado, conjuntos de determinados SNPs, denominados haplótipos 

(BROOKES, 1999). 

Os haplótipos são constatados quando dois ou mais SNPs segregam 

conjuntamente (RAFALSKY, 2002). Desta maneira, juntos estarão então 

caracterizando um desequilíbrio de ligação (DL) que é simplificadamente a falta 

de segregação independendente entre os alelos em dois ou mais locos.  O DL 

é geralmente dependente da história de recombinações entre os polimorfismos. 

Fatores tais como deriva genética, seleção entre populações, migração 

(miscigenação) e a redução do tamanho populacional (bottleneck), podem 

modificar o DL entre os marcadores e as características relacionadas. Fatores 

que aumentam o DL são o endocruzamento, tamanho pequeno da população, 

isolamento genético entre linhagens, subdivisão entre populações, baixa taxa 

de recombinação, seleção natural e artificial. Por outro lado, alguns fatores que 

diminuem o DL são a fecundação cruzada, altas taxas de recombinação e 

mutação (REMINGTON, 2001). 

Através da análise de SNPs, pode-se constatar a presença de blocos de 

DNA incluindo diferentes locos que tendem a ser herdados em conjunto, os 

quais são denominados haplótipos. Por terem esta característica e por estarem 

sendo descritos em larga escala (aproximadamente 32.000.000 de submissões 

no banco de dados de SNPs atualmente [GenBank]), os haplótipos tornaram-se 

alvos para estudos como marcadores em estudos de associação 

(HIRSCHHORN, 2005) de genes relacionados a doenças, estudos de 

demografia genética e de evolução cromossomal. Estudos têm mostrado que, 

no genoma humano, cerca de 11 milhões de SNPs têm grupos de vizinhos 

estreitamente relacionados entre si (THE INTERNATIONAL HAPMAP 

CONSORTIUM, 2003; HIRSCHHORN, 2005).  

Os SNPs também vêm ganhando muito espaço em estudos de análises 

genéticas em plantas. Como exemplo, têm-se os trabalhos realizados com soja 
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(ZHU, et al., 2003; CHOI, et al., 2007), milho (CHING et al., 2002; 

THORNSBERRY et al., 2001), Arabidopsis (CHO et al., 1999; NORDBORG et 

al., 2002), cana-de-açúcar (GRIVET et al., 2003) e trigo (SOMERS et al., 2003). 

Em variedades elite de milho (CHING et al., 2002)  e em Populus  

(INGVARSSON, 2004) ocorre um SNP a cada 60 pb. No gene CCR (cinamoil 

CoA redutase) de Eucalyptus nitens, THUMMA et al. (2005) observou um SNP 

a cada 94 pb. Sabendo então do padrão de desequilíbrio de ligação para 

determinada região, um conjunto de marcadores pode ser desenvolvido de 

forma a se tentar associar a presença dos mesmos a possíveis fenótipos de 

interesse.  

Considerando o grande aumento do número de entradas de seqüências 

nos bancos de dados (JANSSEN, 2003; SAIER, 1998), SNPs e indels tornam-

se fontes inesgotáveis de possíveis marcadores polimórficos para uso no 

mapeamento genético de alta resolução, assim como para estudos de 

associação baseados em genes candidatos ou, possivelmente, em todo o 

genoma (RAFALSKI, 2002). REMINGTON (2001) sugere que polimorfismos 

fortemente associados a um loco e posteriormente correlacionado com um 

fenótipo em uma população aleatória, são fontes de dados muito importantes 

para a saturação do mapa de ligação em torno dessa região do genoma, 

aumentando a resolução do mesmo. 

 
2.4.3. Identificação dos polimorfismos e genotipagem 

Com o desenvolvimento tecnológico de programas e de equipamentos 

cada vez mais robustos e sofisticados, vem sendo possível gerar e analisar um 

grande número de dados de seqüências de DNA e dessa forma identificar 

SNPs e indels, utilizando as ferramentas da bioinformática. (WANG et al., 

2005). Essas ferramentas são utilizadas em várias etapas do estudo de 

polimorfismos, desde a identificação das variações até a predição do efeito das 

mesmas. Além disso, esses recursos também são úteis na construção e 

manutenção de bancos de dados que podem ser acessados pela Internet e que 

atuam como sedes de referência para a deposição de SNPs (GUIMARÃES & 

COSTA, 2002). O maior banco de dados público de polimorfismos é mantido 

pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), o dbSNP 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), que é banco de dados público, o qual 

contém seqüências de mais de cem mil espécies. 

Até o presente momento mais de 250 milhões de seqüências de SNPs já 

foram catalogados no genoma humano, sendo estas informações, bem como 

para outras espécies, disponibilizadas gratuitamente no site do NCBI. O estudo 

e a identificação de tais marcadores no genoma da maioria das espécies 

vegetais ainda ocorrem em menor escala. No entanto, para algumas plantas, 

considerável progresso tem sido observado, como exemplo: Arabidopsis 

thaliana (JANDER, 2002; SCHMID, 2003; NORDBORG, 2005), milho (Zea 

mays L.) (TENAILLON, 2001; CHING, 2002), arroz (Oryza sativa L.) (NASU, 

2002; FELTUS, 2004), entre outras espécies. 

No genoma de soja, a freqüência de ocorrência de SNPs tem sido o 

objetivo de estudo de diversos grupos de pesquisa. Nos trabalhos realizados 

por SCALLOM et al. (1987) com genótipos de soja, 3543pb (pares de bases) 

do gene Gy4, que codifica uma das proteínas de reserva no grão foram 

analisados, possibilitando a identificação de três SNPs. ZAKHAROVA et al. 

(1989) compararam 789pb de seqüências de cDNAs do gene que codifica para 

a subunidade A3B4 da proteína glicinina em três cultivares e encontraram dois 

SNPs. 

Isso demonstra que seqüências depositadas nos bancos de dados como 

bibliotecas genômicas e de cDNA, podem ser utilizadas para a identificação de 

polimorfismos in silico. No entanto, erros contidos nas seqüências depositadas 

têm se mostrado um empecilho para estudos dessa natureza (SOMERS et al., 

2003). 

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

de uma espécie devem ser considerados na identificação de SNPs, a 

freqüência de variabilidade genética e a presença de regiões duplicadas. Para 

a cultura da soja, considerando os sucessivos processos de seleção em 

trabalhos de melhoramento e a estreita base genética entre as cultivares 

utilizadas para a obtenção das linhagens comerciais, é esperada uma baixa 

freqüência de seqüências variantes no genoma. No estudo realizado por ZHU 

et al. (2003) para detecção de SNPs em soja, vinte e cinco genótipos, 

representando a base do germoplasma das principais variedades cultivadas 
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nos Estados Unidos da América, foram avaliados. Os resultados deste trabalho 

mostraram que a freqüência de ocorrência de SNPs, mensurada pela 

diversidade de nucleotídeos, foi de aproximadamente 0,00053 em 28,7kpb (kilo 

pares de bases) de seqüências codificadoras e de 0,00111 para regiões não 

codificadoras. Estes valores são similares aos encontrados por 

SACHIDANANDAM et al. (2001), que analisaram 1,2 bilhões de pares de bases 

em regiões do genoma humano, indicando a possibilidade de sucesso na 

identificação de marcadores SNPs no genoma da soja. 

Pesquisas recentes realizadas por CHOI et al. (2007) possibilitaram 

obtenção de um mapa do genoma transcrito da soja (disponível para consulta 

no endereço http://bfgl.anri.barc.usda.gov/soybean/), no qual foram 

identificados e mapeados SNPs em 1141 genes de três populações de RILs. 

Segundo os autores deste trabalho, a utilização de SNPs aumenta a eficiência 

de análises genéticas que incluem clonagem posicional, análises de 

associação, mapeamento e detecção de QTLs e determinação de relação 

genética entre indivíduos.  O genoma seqüenciado da soja se encontra 

disponível no site: http://www.phytozome.net/soybean, sendo essa uma 

ferramenta muito importante para consulta e desenvolvimento de pesquisas 

envolvidas com o melhoramento genético da soja. 

Muitos métodos de genotipagem se baseiam na reação de PCR e/ou 

clivagem dos fragmentos com enzimas de restrição. Os mais comuns são: 

CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence) que se baseia na 

amplificação de fragmentos de DNA cujo padrão de bandas após a clivagem 

com enzima de restrição (específica para clivagem alelo específica), apresenta 

polimorfismos que podem ser correlacionado com características de interesse 

(VARSHNEY et al., 2007). GAUDET et al. (2007) descrevem a utilização da 

metodologia PAMSA (PCR amplification of multiple specific alleles) que 

consiste na utilização de um  primer reverso R(Reverse)  e vários primers 

diretos - F(Forward) específicos para cada um dos alelos SNP. Cada um 

desses primers F terminam nos diferentes alelos do SNP e tem um mau 

pareamento a quatro pares de base do término 3’ para aumentar a 

especificidade da amplificação alelo específica. Essas técnicas apesar de 

serem baratas, requerem a separação dos fragmentos em agarose, o que 
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consome bastante tempo. No entanto, alguns métodos não requerem a 

modificação ou separação dos produtos do PCR (GIBSON, 2006; MAMOTTE, 

2006). 

Outros métodos  de genotipagem vêm sendo utilizados no melhoramento 

genético assistido por marcadores indel/SNP.  Estes ensaios incluem: a 

TaqMan assay (LIVAK, 1999), análises por curva de desnaturação (BENNETT 

et al. 2003), molecular beacons (TYAGI et al., 1998), pirosequenciamento 

(LANGAEE & RONAGHI, 2005), chips de DNA ou microarranjos, DHPLC - 

cromatografia líquida de alta pressão desnaturante (WOLFORD et al., 2000)  e 

espectrometria de massa (BLONDAL et al., 2003). Uma descrição mais 

detalhada de duas das metodologias mais utilizadas será feita. 

Metodologias denominadas Melting curve analysis – análises de curva de 

desnaturação, baseiam-se na diferença da estabilidade térmica entre os 

pareamentos e os mau pareamentos contidos nos duplexes de DNA 

(BERNARD et al. 1998). A temperatura de desnaturação (Tm) reflete a 

estabilidade térmica de um duplex de DNA e depende do comprimento do DNA 

dupla fita, do conteúdo de GC, e do grau de complementaridade entre as fitas 

(WETMUR, 1991). Assim, uma sonda contendo um mau pareamento com a 

seqüência alvo se desnatura, saindo desse alvo, numa temperatura mais baixa 

que uma sonda perfeitamente correspondente. 

Essa técnica requer um termociclador Real Time para obtenção das curvas 

de desnaturação, pois esse aparelho permite a quantificação da fluorescência 

emitida da amostra durante o decorrer da reação. Dessa forma é possível a 

diferenciação dos amplicons cada um contendo um polimorfismo e 

conseqüentemente discriminar os alelos recessivos dos dominantes. Essa 

técnica pode utilizar a sonda Syber Green da Molecular Probes® para 

quantificar o Tm das duplas fitas, mas também uma diversidade de outras 

sondas fluorescentes ou fluoróforos associados aos primers alelos específicos 

(BERNARD et al., 1998). A fluorescência captada pelo termociclador é que dá 

origem às curvas sigmóides que após sofrerem a primeira derivada geram um 

pico onde o máximo corresponde a temperatura de “melting” (Tm) do fragmento 

que foi amplificado. Os resultados são picos em Tm distintos para cada um dos 

homozigotos, o que caracteriza diferenças na composição de bases pela 



 18

presença do SNP,  e no heterozigoto uma curva com dois máximos, indicando 

a presença das duas formas polimórficas. Análises de curva de desnaturação 

com sondas para hibridização já têm sido aplicadas para a detecção de alelos 

de resistência em plantas (DUFRESNE et al. 2004). 

Uma outra metodologia de genotipagem de SNPs importante é baseada na 

reação de mini-sequenciamento. Dideoxinuclotídeos são utilizados para o 

término ou o alongamento de uma cadeia de DNA, a partir de um primer, o qual 

é desenhado à montante (upstream) ao sítio polimórfico.  

A metodologia denominada PINPOINT, descrita originalmente por HAFF et 

al. (1997) para genotipagem de SNPs por MALDI-TOF, é baseada na extensão 

de um primer na presença de todos os quatro dideoxinucleotídeos, sendo o 

local do sítio polimórfico identificado por diferenças de massas, pela adição de 

nucleotídeos ao primer. Uma modificação da metodologia PINPOINT 

denominada NUDGE (Nucleotide Depletion Genotyping) foi descrita por 

BLONDAL et al. (2003), e tem como característica principal, a utilização para a 

reação de mini-sequenciamento de uma mistura de dideoxinucleotídeos 

faltando um dos nucleotídeos do sítio polimórfico. Desta forma durante a 

extensão do primer a enzima DNA polimerase se dissocia do molde de DNA na 

posição onde o nucleotídeo deletado for requerido, o que possibilita a 

determinação do haplótipo. O protocolo desta metodologia simplifica e reduz 

consideravelmente os custos da análise. Várias plataformas de análise podem, 

então, ser utilizadas para a observação dos resultados obtidos com o mini-

sequenciamento, incluindo a espectometria de massas MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight). Entre as principais 

vantagens dessa metodologia estão a acurácia, a possibilidade de se avaliar 

múltiplas amostras simultaneamente e a redução dos custos das análises.  

Diante desse grande potencial dos marcadores SNPs para  análises 

genéticas, esforços têm sido feitos no desenvolvimento de protocolos que 

facilitem a identificação de tais marcadores. Na genotipagem podem ser 

utilizadas as metodologias acima citadas e outras descritas na literatura. Elas 

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

de equipamentos, dificuldade de desenvolvimento dos ensaios e potencial para 

detecções de multiplex (RAFALSKY, 2002) 
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3.  OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo geral 

Confirmação e identificação de polimorfismos presentes nas seqüências 

dos genes que codificam lipoxigenases 2 e 3, entre as seqüências de DNA de 

variedades de soja que apresentam o fenótipo LOX+ e variedades com o 

fenótipo LOX- e posterior validação desses polimorfismos como marcadores 

moleculares. 

 
3.2. Objetivos específicos 

• Confirmar, por meio de seqüenciamento de DNA das variedades 

estudadas, se estas continham alguns dos três polimorfismos na sequência 

intrônica da LOX 2, anteriormente descritos por KIM et al. (2004); 

• Desenhar primers para amplificação do gene Lox3 de soja; 

• Amplificar e seqüenciar todos os fragmentos referentes às seqüências dos 

genes Lox2 e Lox3 de soja; 

• Comparar esses seqüenciamentos para todas as variedades estudadas 

com a finalidade de identificar polimorfismos;  

• Caracterizar fenotipicamente uma população contrastante para 

lipoxigenases utilizando atividade enzimática; 

• Genotipar essa população contrastante, com a finalidade de associar 

polimorfismos encontrados para Lox2 e para Lox3, com os dados 

fenotípicos. 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1.  Seleção e plantio dos materiais genéticos 

Foram utilizados seis genótipos de soja para o estudo das sequências 

correspondentes às LOX 2 e 3: Cristalina (FT sementes), CS94731 

(COOPADAP), UFV 16 (UFV), CAC 1 (COOPADAP) e Hartwig (americana)  

todas contendo os alelos dominantes para as três enzimas LOX, sendo por isso  

denominadas “normais” e a isolinha Cristalina Triplo Nula (derivada da 

variedade Cristalina por retrocruzamentos) contendo os três alelos recessivos 

para as três LOX de sementes (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Genótipos utilizadas para o seqüenciamento com os respectivos 
fenótipos. 
 

Variedade Fenótipo 

Cristalina Triplo Nula LOX 1-, LOX 2- e LOX 3 - 

Cristalina Normal LOX 1+, LOX 2+ e LOX 3+  

CS94731 LOX 1+, LOX 2+ e LOX 3+  

CAC 1 LOX 1+, LOX 2+ e LOX 3+ 

UFV 16 LOX 1+, LOX 2+ e LOX 3+ 

Hartwig LOX 1+, LOX 2+ e LOX 3+ 

 
As cinco variedades “normais” foram selecionadas por terem origem 

genéticas distintas, ou seja, que não apresentavam progenitores em comum. 

Uma única variedade “triplo nula” foi usada, pois a origem genética dessa 

recessividade, no programa de melhoramento genético da qualidade da soja 

em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV, é única. Os fenótipos foram 

confirmados antes do plantio, por meio de testes colorimétricos descritos por 

SUDA et al. (1995). 

Todos os plantios foram realizados em casa de vegetação com sistema de 

controle de temperatura no setor de estufas da UFV. As sementes foram 

semeadas em vasos contendo três litros de solo previamente adubado. As 

plantas foram cultivadas entre o período de maio a agosto de 2007.  
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4.2. População para a genotipagem 

Para validação dos SNPs relacionados à manifestação da característica em 

estudo, foram utilizadas amostras de DNA de folhas de populações de RILs 

(F8), originadas do cruzamento de genótipos contrastantes para LOX que 

foram: Hartwig (variedade americana com os três alelos dominantes para as 

lipoxigenases) e a variedade Paranagoiana Triplo Nula (isolinha derivada da 

variedade Paranagoiana por retrocruzamentos com os três alelos recessivos 

para as lipoxigenases). Essa última variedade como comentado tem a mesma 

origem genética da variedade Cristalina Triplo Nula. Para a genotipagem de 

cada gene foram utilizados grupos diferentes de indivíduos dessa mesma 

população 

 
4.3. Seqüências de DNA estudadas 

4.3.1. Lipoxigenase 2 

Uma seqüência de 804 nucleotídeos correspondentes a uma região 

intrônica do gene da lipoxigenase 2, anteriormente descrita por KIM et al. 

(2004), foi usada como base para o estudo dessa mesma região nas 

variedades analisadas neste trabalho. 

 
4.3.2. Lipoxigenase 3 

A seqüência de 5709 nucleotídeos correspondente ao gene da 

lipoxigenase 3, disponível no Genbank (National Center for Biotechnology 

Information – NCBI) com o número de acesso X06928.1, foi utilizada como 

sequência base para o estudo desse loco nas variedades  selecionadas. Essa 

seqüência contém: uma região 3’ transcrita e não traduzida (UTR- untranslated  

region), a região promotora, 8 íntrons, 9 éxons, e a região 5’ UTR ( Figura 3 ). 
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Figura 3 – Esquema ilustrativo dos 5709 pb correspondentes ao gene da 
lipoxigenase 3, contendo em azul a região 5’ UTR + região promotora no início 
e a região 3’ UTR no final; em amarelo 9 éxons; e em vermelho 8 íntrons.  
 
 
4.4. Desenho dos primers específicos 

4.4.1. Lipoxigenase 2 

De acordo com KIM et al.  (2004), um fragmento de 804 pb 

correspondentes à uma região intrônica do gene que codifica a lipoxigenase 2, 

contém três SNPs que podem ser usados como marcadores para a 

presença/ausência dessa enzima em soja. Dessa forma o par de primers 

descritos por esse autor (Tabela 3) foram também utilizados para amplificar 

essa mesma região no material genético das variedades selecionadas, com o 

intuito de confirmar a eventual presença desses polimorfismos e a conseqüente 

utilização desses como marcadores SNP para essa característica em soja. 

Esses primers serão referidos ao longo do trabalho como primer Lox2. 

 

Tabela 3 - Par de primer utilizado para a amplificação de um fragmento da 
lipoxigenase 2 de soja. 
 
Primer Direção Seqüência 5’→3’ Tamanho do Amplicon 

(pb) 
R TTGCAAACAAAGCGAATGGTT 

lox2 
F GGTGTCGGGAATCCTGAACA 

804 

1F, forward primer; R, reverse primer 
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4.4.2. Lipoxigenase 3 

O desenho dos primers para o gene Lox3 foram feitos com base no  

acesso GenBank: X06928.1. Para isso foi utilizado o software primer 3 (ROZEN 

& SKALETSKY, 2000) versão 0.4.0. 

Parâmetros como tamanho entre 25 e 30 nucleotídeos e uma temperatura 

média de anelamento de 55°C foram utilizados para todos pares de primers. 

Foram necessários 14 pares de primers que amplificam fragmentos entre 500 a 

600 pb, para que os 5709 pares de bases do gene Lox3 da soja, fossem 

abrangidos. Durante o desenho dos primers foram consideradas regiões de 

sobreposição entre esses fragmentos. Todos os pares de primers foram 

utilizados para amplificar a região alvo de cada um deles no DNA genômico de 

todos os seis genótipos de soja selecionados.  

 

4.5. Extração de DNA total de folhas de soja 

O DNA foi extraído a partir de coletas individuais de tecido foliar de cinco 

plantas de cada cultivar selecionado. A extração foi feita utilizando o kit 

comercial Wizard® Genomic DNA Purification com o número de catálogo 

A1125, de acordo com as especificações desse fabricante. O rendimento das 

extrações foi de 200 ng/μL de DNA com altíssima pureza, verificados e 

quantificados utilizando géis de agarose 0.8 % corados com brometo de etídio 

e marcadores de peso obtidos a partir da clivagem do DNA do fago λ clivados 

com específicas enzimas de restrição. Após essa quantificação, as amostras 

de DNA foram diluídas para uma concentração final de 10 ng/μL. 

 
4.6. Amplificação e purificação dos fragmentos 

Os fragmentos dos genes tanto para o primer que amplifica a região 

estudada do gene Lox2 quanto para os 14 primers que amplificam as regiões 

do gene Lox3 foram isolados via PCR, utilizando o DNA total das variedades de 

soja anteriormente selecionadas. Todas as reações de amplificação continham 

3 µL de DNA; 3 µL do tampão de reação 5X da Phoneutria®; 0,6 µL  da mistura 
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dos 4 dNTPs numa concentração estoque de 20 mM; 0,5 µL de cada primer na 

concentração estoque de 5 µM e 1 U de Taq DNA Polimerase Phoneutria®,  

adicionando água para completar os 15 µL finais. Todas as reações de 

amplificação foram conduzidas no termociclador Mastercycler ep Gradient, 

modelo 5341 (Eppendorf).  

 
4.6.1. Lipoxigenase 2 

Foi utilizada uma etapa inicial de desnaturação a 94°C por 5 min, seguida 

por 35 ciclos (94°C por 30 s; 55°C por 45 s; e 72°C por 90 s) e um período 

adicional de polimerização a 72°C, por 10 min. Os produtos de amplificação 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo 0,2 μg/mL 

de brometo de etídeo, juntamente com um marcador de tamanho (GeneRuler 

100 bp DNA Ladder Plus - Fermentas®), para confirmação da amplificação 

única e do tamanho esperado para cada fragmento. As bandas do DNA foram 

visualizadas sob luz ultravioleta e fotodocumentado. 

 Os fragmentos obtidos foram purificados com o kit Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega) de acordo com as recomendações dos 

fabricantes, para serem posteriormente enviadas para sequenciamento. 

 
4.6.2. Lipoxigenase 3 

De forma semelhante à LOX 2, foi realizada para amplificação com os 14 

pares de primers para Lox3, uma etapa inicial de desnaturação a 94°C por 4 

min, seguida por 40 ciclos (94°C por 45 s; 55°C por 45 s; e 72°C por 1 min) e 

um período adicional de polimerização a 72°C, por 4 min.  

Todos os produtos de amplificação foram analisados em gel de agarose 

0,8% corado com brometo de etídio juntamente com um marcador de tamanho 

(GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus - Fermentas®), para confirmação da 

amplificação única e do tamanho esperado para cada fragmento. 

Após a confirmação da amplificação, os fragmentos de DNA foram 

purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de 

acordo com as recomendações do fabricante, e em seguida enviadas para o 

sequenciamento direto. 
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4.7. Sequenciamento automático 

As seqüências de nucleotídeos foram obtidas, através de produtos de PCR, 

de forma direta numa concentração aproximada de 40ng/µl de reação para 

cada um dos 15 pares de primers (um para Lox2 e 14 para Lox3). As reações 

de seqüenciamentos foram feitas utilizando ambos os primers R e F, devido ao 

caráter investigatório das subseqüentes análises. As reações de 

seqüenciamento que não geraram bons resultados foram repetidas. Os 

fragmentos obtidos de cada uma das seis variedades foram seqüenciados 

cinco vezes (devido a coleta do material para extração de DNA ter sido feita 

separadamente para cinco plantas de cada variedade). 

Foram utilizados nestas reações 100 a 150 ng de DNA, 0,5 µM  de cada 

primer R e F, e 2,0 µL de DYEnamic™ ET Terminators Sequencing Premix em 

volume final de 5 µL. As condições de PCR foram 95ºC por 10 s, 50ºC por 5 s e 

60ºC por 2 min repetidas 35 vezes. Em seguida, o DNA foi precipitado 

adicionando-se 27,5 µL de etanol absoluto e acetato de amônio para uma 

concentração final de 0,75 M. Após 10 minutos à temperatura ambiente, as 

reações foram centrifugadas por 45 min a 3.500 g. O DNA então foi lavado com 

100 µL de etanol 70%, centrifugado novamente a 3.500 g por 10 min e secado 

por 10 min. Após a precipitação, o DNA foi ressuspendido em 5 µL de Loading 

Buffer (GE Healthcare). 

O seqüenciamento dos fragmentos foi realizado em sequenciador 

automático MegaBACE™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare). As reações de 

sequenciamento foram baseadas na técnica de sequenciamento por 

terminação de cadeia por didesoxinucleotídeos (ddNTPs), descrita por 

SANGER et al. (1977). 

 
4.8. Análise, comparação das seqüências e identificação de polimorfismos 

A detecção de polimorfismos envolve o conhecimento da seqüência de 

DNA (após o seqüenciamento) para um mesmo loco de vários indivíduos 

dentro de uma determinada população, permitindo a observação de posições 

específicas que possam apresentar variações as quais caracterizam os 

diferentes alelos.  
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Dessa forma as seqüências obtidas foram analisadas com o auxílio do 

programa Sequencher® versão 4.1.4 (Genes Code Corporation) e a 

comparação feita por similaridades com as seqüências bases de Lox2 e Lox3 

para verificação e posicionamento dos SNPs. 

A seqüência base para LOX 2 usada para comparação das seqüências foi 

a mesma descrita por KIM et al. (2004) e a seqüência depositada no GenBank 

para o gene Lox2 com o número de acesso J03211. Para LOX 3 foi utilizada a 

seqüência do gene e da sequência codificante (Cds completa), ambas 

depositadas no GenBank  com os respectivos números de acesso X06928.1 e 

AAB4127 e proteína depositada no PDB, com a finalidade de garantir a correta 

identificação de cada seqüência. As seqüências foram alinhadas inicialmente 

par a par (Sequência R com a F de cada primer) analisadas individualmente 

para checar a qualidade dos dados brutos. Posteriormente as seqüências 

foram reagrupadas de acordo com cada variedade, em busca de polimorfismos 

intravarietais e por último as  seqüências de todas as variedades foram 

comparadas em conjunto em busca dos polimorfismos intervarietais. Todos 

polimorfismos foram identificados utilizando o mesmo programa acima citado, 

por meio de minuciosa inspeção visual.  

 
4.9. Avaliação fenotípica da população para a genotipagem 

A caracterização fenotípica da população RILs foi feita a partir da 

determinação da atividade enzimática das lipoxigenases 1 e 3. As atividades 

foram determinadas espectrofotometricamente de acordo com OLIVEIRA et al. 

(1998). Para isto, foram pesados cerca de 60 mg de semente, maceradas com 

1800 μL de tampão contendo Tris-HCl 60 mM, pH 8,2, CaCl2 15 mM e 

sacarose 13%, em gral previamente resfriado para manter a atividade das 

lipoxigenases. O homogenato foi centrifugado a 15,7 g por 20 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi utilizado para realização da determinação da atividade 

enzimática.  A determinação da atividade dessas enzimas foi realizada 

medindo-se a absorvância, após 2 minutos de reação, a 234 e 280 nm para 

LOX 1 e 3, respectivamente. Para LOX 1, as amostras eram constituídas de 1 

mL de tampão borato de sódio 0,1 M, pH 9,5, 6 μL de linoleato de sódio 10 mM 

e 2,5 μL do extrato enzimático. Para LOX 3, as amostras eram constituídas de 
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1 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,8, 35 μL de linoleato de sódio 10 

mM e 15 μL do extrato enzimático. A partir da absorvância obtida em 234 e 280 

nm para as amostra, foram determinados os fenótipos presença e ausência de 

cada enzima nos extratos, por meio da comparação daquelas absorvâncias 

geradas por cada indivíduo da população de RILs, com os valores a priori 

determinados  das variedades  para LOX 1+ e LOX 3 + e  para LOX 1- e LOX 3 

- para os mesmos comprimentos de onda. 

 
4.10. Genotipagem da população contrastante 

Para a validação dos polimorfismos como possíveis marcadores para os 

genes Lox2 e Lox3, foi utilizada como ferramenta de genotipagem o próprio 

seqüenciamento direto dos indivíduos da população de RILs, considerando os 

locos de interesse (que contêm os polimorfismos) para cada lipoxigenase.  

A validação dos marcadores foi feita através da correlação direta entre os 

dados fenotípicos advindo das atividades enzimáticas com os dados do 

seqüenciamento. 

 
4.10.1. Lipoxigenase 2 

Amostras de DNA de 53 RILs foram analizadas utilizando o mesmo primer 

descrito por KIM et al. (2004), usado anteriormente para o seqüenciamento das 

variedades e enviadas para seqüenciamento. O seqüenciamento foi feito 

apenas na direção direta - F (Forward), pois o caráter da análise foi apenas 

confirmatório.  

 
4.10.2. Lipoxigenase 3 

Cinqüenta e uma RILs foram amostrados (indivíduos diferentes do tópico 

anterior), os respectivos materiais genéticos foram amplificados com o primer 

lox3.2 referente ao primeiro éxon que continha o polimorfismo de interesse.  Os 

produtos de PCR foram enviados para o seqüenciamento apenas na direção 

direta - F (Forward).   

Para os dois locos em estudo, o seqüenciamento e a análise das 

seqüências foram conduzidos da mesma forma descrita para as variedades.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1. Amplificação de fragmentos dos genes Lox por PCR 

Para a obtenção dos fragmentos dos genes de interesse, foram feitas 

reações de amplificação por PCR, utilizando DNA total de folhas de soja e os 

primers específicos correspondentes para cada gene. 

 
5.1.1. Lipoxigenase 2 

O par de primers usado por KIM et al. (2004), que amplifica no genoma da 

soja um fragmento de 804 pb (correspondente a uma região intrônica do gene 

Lox2), foi utilizado no presente trabalho com a finalidade de confirmar a 

presença de um ou mais polimorfismos descritos naquele artigo, nas 

variedades em estudo do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do 

BIOAGRO-UFV. O par de primers originou um fragmento de tamanho 

esperado, não havendo amplificação inespecífica (Figura 4), o que é pré-

requisito essencial para a qualidade do seqüenciamento. 

Uma vez confirmadas as amplificações para todas as variedades, 

utilizando gel de agarose, os produtos de PCR foram purificados e, em 

seguida, seqüenciados.  

 

 
 
Figura 4. Análise eletroforética em gel de agarose (1,2%) do produto de 
amplificação do primer lox 2 utilizando material genético da variedade Cristalina 
Normal . Canaleta 1 - Fragmento amplificado a partir do par de primers para 
Lox 2; Canaleta M – Marcador de tamanho (GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
Plus – Fermentas).  

                   1000 pb  

                    500 pb 

1     M
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5.1.2. Lipoxigenase 3 

Os fragmentos de PCR referentes à seqüência do gene Lox3 foram 

obtidos a partir da amplificação do DNA genômico das variedades de soja 

estudadas com os 14 pares de primers desenhados para abranger a sequência  

de Lox3 depositada no banco de dados GenBank, com número de acesso 

X06928.1, cuja sequência nucleotídica completa se encontra no anexo (Figura  

1). Após as amplificações os tamanhos dos fragmentos foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose (Figura 5).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Análise eletroforética em gel de agarose (1,2%) dos produtos de 
amplificação dos 14 pares de primers para Lox 3. Canaletas de 1 a 14 contêm 
os respectivos fragmentos amplificados a partir dos pares de primers 
desenhados para o gene lox3, sendo 1 - 566 pb; 2 - 571 pb; 3 - 506 pb; 4 - 365 
pb; 5 - 575 pb; 6 - 549 pb; 7 - 544 pb; 8 - 589 pb; 9 - 529 pb; 10 - 550 pb; 11 - 
564 pb; 12 - 478 pb; 13 - 530; 14 - 493 pb para as amplificações foram 
utilizados material genético da variedade Cristalina Normal.  Canaleta M – 
Marcador de tamanho (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus – Fermentas). 
 

O tamanho dos fragmentos amplificados conferiram com o esperado 

(Tabela 4 ) e todo o gene foi corretamente abrangido e não houve formação de 

bandas inespecíficas (Figura 6). Após a amplificação e purificação desses 

fragmentos para cada variedade estudada, as amostras foram seqüenciadas. 

 

 

 

    M    1    2    3    4    5    6     7    8    9   10  11  12   13  14  M    

500 pb     

   1000pb     
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Tabela 4 - Pares de primers utilizados para a amplificação de fragmentos do 
gene da lipoxigenase 3 de soja. 
 
Primer Direção1 Sequencia  (5’→3’) Tamanho do 

amplicon (pb) 
R GTTACTATTGAGTACATTTGTGAATTGGAT 

lox3.1 
F ATTATGAATTGAGAATTAACTTTTTAACG 

566 

R TGGATGAAGTAATTAGGAAAAATAAGAAAG 
lox3.2 

F TTATAAAAAGAGAGTAAGAAAATGTTGTGG 
571 

R CAATGAAGTAATGATACCTTCCAAAAAG 
lox3.3 

F TTCCTTTTCTTCTTTCTTATTTTTCCTAAT 
506 

R CTCATATAACAAATAATGAAGACACACAAG 
lox3.4 

F AATTATTGGTCAAGGTCTCGACTTAGTT 
367 

R CAACTCTTCTTCTCTATATTTGACTAGTGG 
lox3.5 

F GTTTTTACTTTTGTTTTCACTCTTTCTTTT 
575 

R ATTTTCAAACTCATAATTGAAAAACAGTTA 
lox3.6 

F AAAAATAAAGTTAACAAAACATATTGCAGA 
549 

R TAGTGGACTAATCTTGCTGATTATATCTGT 
lox3.7 

F TACTCTATCACAGACTCAAATCTGTTCTTC 
544 

R TATATACCTCATCTACAGTGAGCCCTTCTA 
lox3.8 

F GTGAGTTTGATAGCTTTGATGAAGTT 
589 

R ATATTATTTCGTTGAGAAAATGTATACCAA 
lox3.9 

F GATCATACTAGTCAAATAACCAAAGAACAC 
529 

R TCACATGACATTAATTATATAACATCAAAAG 
lox3.10 

F CAGATGAAGGTGTTGAAAGTTCTATTT 
550 

R CTGAAACTTTGGTGTAATAGTCTTCAAGTA 
lox3.11 

F ATATCTTACAATAGGAAACATGAAACTCAA 
564 

R AAATTCAGATTCCTTCTCTTCTATCTTTTA 
lox3.12 

F TTTAATCTTAAACCGTCCAACTCTTAGTAG 
478 

R TATAATAACGATATTTGGGTAGTTAGTTGC 
lox3.13 

F CTTCTAGTAAGGAAGGATTAACTTTCAGAG 
530 

R ACTATTCAAGATGTATTGCAAATTCAAG 
lox3.14 

F ATAACCCATTGTTCAAATATAATCCGTAAT 
493 

1F, forward primer; R, reverse primer 
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5.2. Identificação de polimorfismos 

Como já visto, no total 30 amostras de DNA foram utilizadas e distribuídas 

da seguinte forma: 5 amostras da variedade cristalina normal; 5 da CAC 1; 5 da 

UFV 16; 5 da CS94731, 5 da Hartwig e 5 da Cristalina TN. Cada um dos 

fragmentos de PCR foram seqüenciados 5  vezes para cada variedade, ou 

seja, 1 vez por indivíduo. 

Para cada uma destas amostras foi seqüenciada a região de 804 pb da Lox 

2 e os 14 fragmentos (um para cada par de primers) resultantes da 

amplificação de regiões genômicas correspondentes ao gene Lox3. 

Todas as sequências obtidas foram analisadas no programa Sequencher™ 

versão 4.1.4 (Genes Code Corporation) e comparadas com as seqüências 

utilizadas para o desenho dos primers ou foram analisadas com o auxílio do 

BLAST (ALTSHUL et al., 1997), confirmando a identidade e a localização 

espacial dos fragmentos nas seqüências depositadas. A identificação dos 

polimorfismos foi feita por meio de cuidadosa análise visual. 

Uma das formas de identificação de polimorfismos no DNA requer a 

obtenção de uma seqüência base (da mesma espécie em estudo) referente ao 

loco de interesse, e assim realizar o ressequenciamento em outras variedades 

para assim encontrar pares de bases polimórficos (SOLEIMANI et al.,2003). 

Essa foi a forma através da qual os polimorfismos contidos entre as variedades 

do PMQS-BIOAGRO foram identificados. 

Marcadores SNPs vêm sendo utilizados para saturar o mapa de ligação de 

importantes genes da soja, além de auxiliarem na clonagem posicional e no 

melhoramento assistido por marcadores (HA & BOERMA, 2008). 

SNPs e indels são grandes fontes de marcadores polimórficos para serem 

usados no aumento da resolução dos mapas genéticos, estudos de associação 

(RAFALSKI, 2002) e, freqüentemente, esses polimorfismos são opções para o 

desenvolvimento de marcadores, muito próximo ou no interior do gene de 

interesse (GUIMARÃES et al., 2007).  
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5.2.1. Lipoxigenase 2 

Dos três polimorfismos descritos por KIM et al. (2004), dois foram 

confirmados após seqüenciamento e comparação entre as seqüências  das 

variedades selecionadas neste trabalho, nas mesmas posições, ou seja, T/C 

(251) e o G/A (367) (Figura 7 ). Os cromatogramas indicativos desses 

polimorfismos estão no anexo (Figura 2). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Segundo KIM et al. (2004), três polimorfismos de um único nucleotídeo 

foram identificados após o seqüenciamento de um fragmento de 804 pb 

correspondentes a uma região intrônica do gene responsável por codificar a 

lipoxigenase 2 em soja. As duas variedades eram contrastantes para a 

característica, sendo uma LOX 2+ (Pureunkong) e a outra LOX 2- 

(Jimpumkong 2). Os polimorfismos presentes nessa seqüência são duas 

transições e uma transversão, sendo o primeiro alelo da variedade LOX 2+ e o 

segundo LOX 2- nessa ordem: T/C, G/A e C/A (anexo - Figura 3). No fragmento 

de 804 pb estudado por este autor, os polimorfismos encontrados se situam 

nas posições 251, 367 e 420, respectivamente. No estudo desenvolvido por 

Figura 7 – Sequência intrônica do gene Lox2, com os dois SNPs existentes 
entre as variedades normais (nucleotídeo acima) e triplo nulas (nucleotídeo 
baixo), destacados em vermelho. As setas indicam o local de anelamento dos 
primers lox2. 

 
GGTGTCGGGAATCCTGAACAGAGGAGGAGGGCATAAGATAAAAGGGACAGTGGTGTTGAT 60 

GAGGAAGAATGTGTTGGACTTCAACAGCGTGGCTGATCTTACTAAAGGAAATGTTGGGGG 120  

ACTCATAGGCACCGGCCTCAACGTTGTTGGCTCAACACTTGATAACCTCACTGCTTTCTT 180 

GGGCCGAAGTGTCGCCCTACAGCTCATTAGTGCTACCAAACCTCTTGGTTCATTTCTTCT 240 

TCCTTCCACA AATCAATAACTTCTATATTCAAAATTAAGTGTTTAATCTCTATACTCTC 300 

ATTCATTTCATTCAATGAAAAAAAAATCATAAGACTTTTAACTAAAATTAACCTATGTAA 360 

AGAATC CAAACAAAAAACTATATAATATTAAAGTTTATTTACTTTTTTTTATAATGACA 420 

AAAAAAATTATTGTATATGGTGCACAAATTTTTGTACTCTTTAAAAATATATCACTTTAT 480 

ACATAGCCAAACATATTTATTTTGTATAGTATTAACTTATTTGGGTACGTACCTTAATAA 540 

TATTATTATGTGTGTATGTATGGTCTGTTTGTAGCAAATGGAAAAGGAAAAGTTGGAAAG 600 

GGATACGTTCTTGGAAGGGATTATTGTGTCGTTACCAACTTTGGGAGCAGGGGAGTCTGC 660 

ATTCAATATTCAGTTTGAATGGGACGAAAGCATGGGAATCCCCGGTGCGTTTTACATAAA 720 

GAACTACATGCAAGTTGAGTTTTACCTCAAGAGTTTGACTCTTGAAGACGTTCCAAACCA 780 

AGGAACCATTCGCTTTGTTTGCAA                                     804       
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KIM et al. 2004, somente o primeiro polimorfismo foi utilizado para genotipagem 

de 90 RILs contrastantes, obtendo 100% de concordância entre o fenótipo e o 

genótipo. 

 

5.2.2. Lipoxigenase 3 

Dentre todos os SNPs identificados para quaisquer comparações entre as 

diferentes seqüências obtidas, foi observada uma freqüência relativamente alta 

de SNPs do tipo transição na região codificadora. Esse tipo de resultado foi 

observado também em estudos prévios de identificação de SNPs envolvendo 

outras culturas (GUPTA et al., 2001; PÓVOA 2005).  

 
5.2.2.1. Polimorfismos Totais 

Ao comparar a seqüência base para Lox3 do banco de dados (Williams 

82),usada para o desenho dos primers, com todas as regiões seqüenciadas 

das variedades do PMQS-BIOAGRO, foi possível ter uma visão geral do 

número de polimorfismos em cada região do gene, bem como a freqüência dos 

mesmos. As regiões do gene Lox3 foram descritas por YENOFSKY et al. 

(1988) contendo, além das regiões 5’ e 3’ UTR, 9 éxons e 8 íntrons (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Número de polimorfismos para cada região do gene Lox 3 obtidas  
nesse trabalho comparadas com  a sequência  de Lox 3 depositada no 
GenBank (número de acesso: X06928) utilizada para o desenho dos primers. 
 
 

Número de polimorfismos Região do gene Lox3 Total de pb 
compreendidos SNPs indels 

5’ UTR e região 
promotora 815 11 1 

9 Éxons 2767 11 1 
8 Íntrons 1519 3 2 
3’ UTR 608 94 33 
Total 5610 118 37 

 

No estudo conjunto das seqüências das seis variedades (Cristalina, CAC 1, 

UFV 16, CS94731, Hartwig e Cristalina TN),  foi detectado um total de 156 

polimorfismos identificados nos 5610 pb abrangidos pelo seqüenciamento, 

caracterizando uma média de 1 polimorfismo a cada 36 pb. Em genes de milho, 
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esta freqüência diminui para cerca de 1 polimorfismo a cada  60,8 pb em 

linhagens elite (CHING, 2002) e, em trigo, a densidade de polimorfismos é de 1 

a cada 370 pb (PROCUNIER et al., 2003). 

Se forem considerados apenas os polimorfismos da região codificadora 

serão 12 polimorfismos em 2767 pb, o que corresponde a uma frequência de 

polimorfismos de 1 a cada 230,5 pb. RAFALSKI (2002) descreveu que, em um 

grupo de 502 ESTs de milho, foi encontrada uma freqüência de 1 polimorfismo 

a cada 130 pb para a região codificante de linhagens cultivadas. 

De um total de 119 SNPs, 11 ocorrem na 5’ UTR,  11 em éxons, 3 em 

íntrons e 94 na 3’UTR. E de forma semelhante à PÓVOA (2005) que num 

estudo das bases moleculares da qualidade da madeira de eucalipto, ao 

sequenciar o gene cad2 que codifica para a enzima cinamil-álcool 

desidrogenase observou  que o número de transições se concentraram mais 

nos éxons enquanto que as transversões foram predominantes no 3’ UTR.  

Dos SNPs, 48 foram transições e 70 foram transversões, constituindo, 

respectivamente, 41% e 59% das substituições de bases. ZHU et al. (2003), 

em um estudo de ESTs  totalizando 9,3 Kpb, identificaram 233 SNPs, sendo 

112  transversões (48%) e 121 transições (52%). Essa proporção foi bastante 

próxima dos resultados obtidos no presente trabalho. Em humanos, 

diferentemente, a razão entre transições e transversões é 2:1 (WANG  et al., 

1998). O número de transições normalmente é maior porque uma transversão 

gera uma distorção de largura na molécula de DNA e a probabilidade do 

sistema de reparo da molécula atuar neste tipo de mutação é muito mais rara 

do que no caso de uma transição (LEWIN, 2000). 

Os elementos cis-regulatórios de um gene, segundo LEVINE & TIJAN, 

(2003) se dividem basicamente em três tipos: região promotora mínima, 

regiões ativadoras ou inibidoras da transcrição. Essas seqüências cis 

regulatórias, e as proteínas que com elas interagem, chamadas elementos 

trans-regulatórios (SCHREM et al., 2002), são componentes fundamentais para 

a transcrição de um gene. 

O CAAT box e o TATA box , componentes do promotor mínimo, contidos 

no gene Lox3 estão posicionados entre os nucleotídeos 732 e 786 

(YENOFSKY et al., 1988) considerando o início da seqüência depositada como 
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+1 . Os dois últimos SNPs localizados na região 5’ UTR são uma transversão 

(G/C) na posição 514 e uma transição (A/G) na 796. Assim, esses 

polimorfismos não estão contidos nem nas posições específicas dos cis-

elementos, nem entre elas, possivelmente afetando pouco o reconhecimento 

dos promotores pelos fatores de transcrição semente-específicos. Dessa 

forma, o fator que determina a recessividade para LOX 3 possivelmente não se 

encontra no promotor. Por outro lado, estudos como os de HOOGENDOORN 

et al. (2003) e MASOTTI et al. (2005), descrevem uma grande quantidade de 

promotores em genes humanos com SNPs capazes de alterar a atividade 

desses promotores.  

Ao contrário do esperado, o valor bruto das substituições nos éxons foi 

maior do que aquele observado na região intrônica, mas isto se deve 

primariamente ao fato deste gene conter mais pares de base em regiões 

exônicas (2767 pb) do que em regiões intrônicas (1519 pb). Foram analisados 

praticamente o dobro de nucleotídeos em éxons em relação a íntrons, sendo a 

quantidade relativa de substituições em regiões intrônicas (1 a cada 304 pb) 

menor do que em regiões exônicas (1 a cada 230 pb).  

Dos 11 polimorfismos que estão na região codificadora, um apenas é um 

indel localizado na posição 959 do gene Lox3 e os demais ou são SNPs 

sinônimos que não acarretam mudança no aminoácido incorporado ou são 

polimorfismos não sinônimos conservativos, que mesmo levando à 

incorporação de outro aminoácido, mantém a atividade da enzima. Essa 

conservação da atividade enzimática é mantida porque ou um aminoácido de 

mesmas características fisicoquímicas foi incorporado, ou a região da proteína 

onde ocorreram as variações aminoacídicas não são diretamente 

determinantes para a atividade e estabilidade dessa enzima.  

A região 3’ UTR demonstrou ser extremamente polimórfica. Resultados 

similares foram obtidos por PÓVOA (2005) no estudo dos polimorfismos 

presentes no gene cad 2, para o qual observou-se um padrão de polimorfismos 

mais freqüente na região 3’ UTR (1 SNP a cada 15 pb) do que na região 

exônica (1 a cada 24 pb); no entanto, a região 3’ UTR do gene Lox3 descrita no 

presente trabalho mostrou-se ainda mais polimórfica do que a relatada no 
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trabalho de PÓVOA (2005). Todos esses polimorfismos presentes serão 

melhor abordados nos dois tópicos subseqüentes. 

 

5.2.2.2. Polimorfismos entre variedades Normais 

Todas as seqüências obtidas foram uma a uma comparadas com a 

seqüência de referência da lipoxigenase 3 (da variedade americana Williams 

82) com a finalidade de descartar possíveis seqüências incorretas e conferir a 

qualidade das seqüências.  

Este trabalho teve, inicialmente, como prioridade a escolha de variedades 

de origens genéticas distintas. No entanto, nenhuma variação foram 

observadas entre as seqüências de Lox 3 das variedades Cristalina, CAC 1, 

UFV 16 e Hartwig. Pode ser observado um alto desequilíbrio de ligação entre 

os polimorfismos. Isso mostra uma alta similaridade genética entre as 

variedades, o que reforça a idéia de que as variedades comerciais de soja 

apresentam uma estreita base genética. Segundo HYTEN et al. (2006) a baixa 

freqüência de polimorfismos entre variedades comerciais de soja é devido a 

baixa diversidade genética contida entre os ancestrais selvagens da soja 

(Glycine soja). 

Procedeu-se ao seqüenciamento de todos os 14 fragmentos de PCR para 

as cinco variedades normais (Cristalina, CAC 1, UFV 16, CS94731 e Hartwig) e 

para a variedade triplo nula (Cristalina TN). Após a obtenção das sequências e 

cuidadosa análise visual dos cromatogramas no programa Sequencher®, não 

foram observados polimorfismos intravarietais, confirmando a homogeneidade 

genética entre os indivíduos. De forma inesperada, os polimorfismos contidos 

nas seqüências da variedade normal CS94731 apresentaram  muita 

semelhança aos contidos na variedade Cristalina TN, se mostrando diferentes 

apenas nas regiões UTR. No entanto não se entende a razão dessa 

semelhança uma vez que a origem genética de tais variedades é distinta. Um 

posterior estudo da diversidade genética entre essas variedades é necessário 

para esclarecer essa semelhança entre esses genótipos. 

A seqüência de 857 aminoácidos correspondentes à lipoxigenase 3 está 

depositada no PDB com o número de acesso P09186. Essa sequência 

aminoacídica também foi utilizada para obtenção da região codificante 
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denominada (cds), através da utilização do tBlastn, que utiliza uma sequência 

protéica para encontrar a sequência nucleotídica correspondente depositada no 

banco de dados. A cds completa para lipoxigenase 3 está contida no GenBank 

com o número de acesso AAB4127. Essas duas sequências também foram 

utilizadas para posicionar os polimorfismos. 

Seis SNPs foram identificados na região codificadora, após serem 

comparadas as seqüências das variedades normais com a seqüência base 

(W82). Dentre as seis  substituições nos  éxons,  as cinco primeiras são SNPs 

não sinônimos, pois determinam a incorporação de um aminoácido diferente na 

proteína; e a última é um SNP sinônimo, que determina a incorporação de um 

aminoácido igual (Tabela 6). 

 
Tabela 6 - Comparação de SNPs contidos entre as seqüências codificadoras 
do gene Lox3 das variedades normais (N) e a seqüência base (W82). 
 
 

Mudança 
nas bases 

Mudança no 
códon 

Mudança de 
Aminoácido** 

Posição na 
seqüência 

nucleotídica* 

Posição na 
seqüência 

codificante* W82 N W82 N W82 N 
934 73 C G CAT GAT His Asp 

1031 169 C T CCC TCC Pro Ser 
1640 335 T C CTT CCT Leu Pro 
2104 601 G A GTC ATC Val Ile 
3466 1283 G A GGT GAT Gly Asp 
4085 1809 C T GAC GAT Asp Asp 

*Refere-se se a posição a partir da extremidade 5’ da seqüência.  
** Refere-se à seqüência a partir da extremidade aminoterminal. 
 
 

De acordo com os dados publicados no PDB, as cinco primeiras variações 

encontradas na comparação entre as variedades normais Cristalina, CAC 1, 

UFV 16 e Hartwig com a seqüência base da variedade americana Williams 82, 

são variações naturais presentes entre as seqüências das lipoxigenases 3, ou 

seja, são polimorfismos não sinônimos, mas conservativos, pois apesar de 

levarem a incorporação de um aminoácido diferente, a enzima continua ativa. 

Em análise mais minuciosa dessa seqüência pôde ser observado que todas as 

modificações acontecem em regiões de mudança de estrutura secundária e 

muito provavelmente é por isso que a enzima continua ativa, uma vez que 

teoricamente esses aminoácidos estão localizados em regiões de transição de 

estrutura secundária, e que normalmente não estão diretamente associadas 
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com a estabilidade e/ou atividade da enzima. Para o último SNP, a mudança de 

base ocorreu na terceira base do códon, levando à substituição de um ácido 

aspártico por outro, contribuindo, dessa forma, para a manutenção da estrutura 

e, conseqüentemente, da atividade das enzimas independente dessa variação. 

Dentre as 6 substituições em éxons, a primeira é uma transversão (C→G) 

e as outras 5 são transições (Figura 8). Isso confirma o que já foi comentado, 

de que existem mais transições do que transversões na região codificante. 

As regiões 3’ UTR apresentaram total identidade ao comparar as 

variedades Cristalina, CAC 1, UFV 16, Hartwig e a seqüência base, originada 

da variedade Williams 82 (Tabela 7). Segundo ALBERTS et al. (2002) a região 

3’ UTR  geralmente tem um papel importante na estabilidade do mRNA, 

influenciando fortemente na expressão de alguns genes. Nesse sentido um 

estudo posterior de expressão gênica pode confirmar se essa semelhança se 

estende para o padrão de expressão para Lox3. 

 

Tabela 7. Número de polimorfismos para cada região do gene Lox3 se 
comparadas somente as seqüências normais obtidas nesse trabalho com a 
seqüência base Lox3 utilizada para o desenho dos primers. 

 
Número de polimorfismos Região do gene 

SNPs Indels 
5’ UTR e promotor 5 0 

Éxons Totais 8 0 
Íntrons Totais 1 0 

3’ UTR 0 0 
Total Geral 14 0 

 

5.2.2.3. Polimorfismos entre variedades Normais X Triplo Nula 

Considerando que para identificação de um SNP correlacionado com um 

dado fenótipo devem-se usar genótipos contrastantes para esse fenótipo, 

buscou-se identificar, no presente trabalho, os polimorfismos entre as 

variedades normais e a triplo nula que pudessem ser correlacionados com o 

fenótipo para LOX 2 e 3. Dessa forma ao comparar separadamente as 

seqüências do genótipos contrastantes, as variedades normais LOX 3+ 

(Cristalina, CAC 1, UFV 16, CS594731 e Hartwig ) e a triplo nula (Cristalina 
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TN), foram encontrados 3 polimorfismos em região exônica sendo estes 1 indel 

e 2 SNPs (Tabela 8) 

 
 

 
 
 
 Figura 8 – Sequência codificante da LOX 3, com os seis SNPs existentes 
entre  todas as seqüências das variedades normais , destacados em vermelho.  

ATGCTTGGGGGTCTTCTCCATAGGGGTCATAAGATAAAAGGGACAGTGGTGTTGATGCGC  60 

AAGAATGTGTTG ACGTGAATAGCGTAACCAGCGTTGGGGGAATTATTGGTCAAGGTCTC  120 

GACTTAGTTGGGTCAACACTCGATACTCTTACTGCCTTCTTGGGCCGA CCGTGTCTCTC  180 

CAGCTTATTAGTGCTACCAAAGCTGATGCCAACGGAAAAGGGAAACTTGGAAAGGCTACC  240 

TTTTTGGAAGGTATCATTACTTCATTGCCAACTTTGGGAGCAGGCCAATCTGCATTCAAA  300 

ATTAATTTTGAATGGGATGATGGGAGTGGAATTC TGGAGCATTTTATATCAAGAATTTT  360 

ATGCAAACTGAGTTTTTCCTTGTGAGTTTGACTCTTGAAGACATTCCAAACCATGGAAGC  420 

ATCCACTTTGTTTGCAATTCGTGGATTTACAATGCCAAACTCTTCAAAAGTGACCGCATT  480 

TTCTTTGCCAACCAGACATATCTTCCAAGTGAGACACCAGCTCCACTAGTCAAATATAGA  540 

GAAGAAGAGTTGCATAATTTAAGAGGAGATGGAACTGGAGAACGCAAAGAGTGGGAAAGG  600 

TCTATGATTATGATGTCTACAATGATTTAGGTGATCCGGATAAAGGTGAAAATCATGCC  660 

CGTCCTGTTCTTGGAGGAAATGACACCTTTCCTTATCCTCGTAGGGGGAGAACTGGTAGA  720 

AAACCAACAAGGAAAGATCCTAATAGTGAGAGTAGGAGCAATGATGTTTATCTTCCAAGA  780 

GATGAGGCTTTTGGACACTTGAAGTCATCTGACTTTCTTACTTATGGACTAAAATCCGTA  840 

TCTCAAAATGTTCTTCCATTATTGCAATCTGCTTTTGATTTGAATTTCACACCCCGTGAG  900 

TTTGATAGCTTTGATGAAGTTCATGGACTCTATTCAGGCGGAATTAAGCTGCCAACAGAT  960 

ATAATCAGCAAGATTAGTCCACTACCCGTGCTTAAGGAAATCTTCCGAACTGATGGTGAA 1020 

CAGGCCCTTAAGTTTCCTCCTCCTAAAGTAATTCAAGTGAGTAAGTCTGCATGGATGACT 1080 

GATGAAGAATTTGCAAGAGAAATGCTTGCTGGTGTAAATCCAAACTTGATTCGTTGTCTT 1140 

AAGGATTTCCCTCCACGAAGCAAGCTAGATAGCCAAGTCTATGGTGATCATACTAGTCAA 1200 

ATAACCAAAGAACACCTAGAGCCCAACTTAGAAGGGCTCACTGTAGATGAGGCAATTCAA 1260 

AACAAGAGATTGTTCCTACTAG TCATCATGACCCAATCATGCCATATTTGAGGCGAATA 1320 

AATGCAACCTCCACAAAGGCTTATGCTACCAGAACCATCCTTTTCCTGAAAAATGACGGA 1380 

ACTTTAAGGCCACTTGCCATAGAGTTGAGTTTGCCACATCCTCAGGGAGATCAATCTGGT 1440 

GCTTTTAGTCAAGTTTTTCTGCCTGCAGATGAAGGTGTTGAAAGTTCTATTTGGCTGCTA 1500 

GCAAAGGCTTATGTAGTTGTGAATGACTCGTGCTATCATCAACTTGTCAGCCATTGGTTA 1560 

AACACTCATGCAGTTGTTGAGCCATTCATCATAGCAACAAACAGGCATCTCAGTGTTGTT 1620 

CACCCTATTTATAAACTCCTTCACCCTCACTATCGTGACACCATGAACATAAATGGCCTT 1680 

GCTCGGTTATCACTGGTCAACGACGGTGGCGTTATAGAACAAACATTTTTGTGGGGAAGG 1740 

TATTCTGTGGAAATGTCTGCTGTAGTTTACAAGGATTGGGTTTTTACAGATCAAGCATTG 1800 

CCTGCTGA CTTATAAAAAGAGGAATGGCAATTGAGGATCCATCGTGCCCTCATGGCATT 1860 

CGCCTTGTGATAGAGGACTACCCTTATACTGTTGATGGACTTGAGATATGGGATGCTATC 1920 

AAGACATGGGTCCATGAATACGTTTTCTTGTACTACAAATCAGATGACACACTTAGAGAA 1980 

GATCCTGAACTCCAAGCCTGCTGGAAAGAACTCGTAGAGGTGGGTCATGGAGACAAGAAA 2040 

AATGAGCCATGGTGGCCTAAGATGCAAACTCGTGAAGAGCTAGTTGAAGCTTGCGCTATC 2100 

ATCATATGGACTGCTTCAGCACTTCATGCAGCTGTTAATTTTGGACAGTATCCCTATGGA 2160 

GGTTTAATCTTAAACCGTCCAACTCTTAGTAGGCGATTCATGCCTGAGAAAGGTTCTGCT 2220 

GAGTATGAGGAGCTGAGGAAGAATCCCCAGAAGGCTTACTTGAAGACTATTACACCAAAG 2280 

TTTCAGACCCTTATTGACCTTTCTGTTATAGAAATCTTGTCAAGGCATGCATCTGATGAG 2340 

GTGTACCTTGGGGAGAGGGACAATCCAAATTGGACATCTGATACAAGAGCATTAGAGGCT 2400 

TTTAAAAGGTTTGGAAATAAACTGGCACAAATTGAGAATAAACTCTCAGAGAGAAACAAC 2460 
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Tabela 8. Número de polimorfismos para cada região do gene Lox3 se 
comparadas somente as sequências obtidas nesse trabalho (Entre as 
variedades normais e a triplo nula) 
 
 

Número de polimorfismos Região do gene SNPs indels 
5’ UTR e promotor 6 1 

Éxons Totais 2 1 
Íntrons Totais 2 2 

3’ UTR 94 33 
Total Geral 105 37 

 

 O indel foi identificado na posição 959 e constituiu da ausência de uma 

guanina nessa posição na variedade recessiva e na presença dessa base nas 

variedades normais (Figura 9). 

Os SNPs identificados foram (nessa ordem: alelo da variedade triplo 

nula/normal): G/A na posição 3572 (correspondente ao 7º éxon) e A/G na 

posição 2391 (correspondente ao 9º éxon). Essas modificações de bases 

acarretaram a incorporação dos mesmos aminoácidos na proteína, sendo 

esses arginina e alanina, respectivamente. Esses polimorfismos ocorrem na 

última base do códon, sendo assim conservativos. Isso reforça a idéia de que o 

indel existente no primeiro éxon seja a razão molecular da recessividade para 

Lox3. 

Uma vez que a janela de leitura, também denominada ORF (Open Reading 

Frame), contida no RNA, será mudada a partir dessa deleção no primeiro éxon, 

possivelmente a tradução da proteína da variedade recessiva será iniciada, 

mas logo que seu mau dobramento for detectado ela será devidamente 

sinalizada e direcionada para a degradação.   
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, 

 

Figura 9 – Região dos cromatogramas correspondentes às sequências das 
seguintes variedades (de cima para baixo): Cristalina TN, Cristalina, CS94731, 
CAC 1, UFV 16 e Hartwig evidenciando o indel contido no primeiro éxon do 
gene Lox3. 
 

Nessa comparação entre as seqüências o número de polimorfismos em 

éxons foi menor que o contido em íntrons, ao contrário dos números obtidos 
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nas outras comparações anteriores. Diferentemente da comparação apenas 

entre as variedades normais, todos os polimorfismos na região 3’ UTR 

ocorreram nessa comparação entre seqüências (Normais x TN). Como já 

comentado, essa diversidade pode futuramente ser alvo de estudos, 

principalmente porque essa região pode desempenhar um papel importante na 

estabilidade do mRNA  podendo determinar diferenças na expressão gênica. 

Um trabalho de desenvolvimento de marcador SNP para o gene Lox3 em 

arroz foi desenvolvido por SHIRASAWA et al. (2008). E a razão molecular da 

recessividade desse gene foi um SNP A/G (alelo recessivo/alelo dominante) 

posicionado no sétimo éxon. Esse SNP acarretou na substituição de um códon 

que determina a incorporação do aminoácido triptofano na proteína em um 

códon de parada (TGA). Dessa forma a proteína se tornou inativa. 

5.3. Genotipagem da população de RILs contrastantes para as 
lipoxigenases 

A população de RILS utilizada é constituída de 127 indivíduos a partir do 

cruzamento das variedades Hartwig x Y23 (Paranagoiana TN). Pôde-se 

verificar que mesmo a variedade Hartwig sendo americana, ela apresentou 

todos os polimorfismos iguais às demais variedades seqüenciadas do PMQS-

BIOAGRO, e não com a seqüência base de Lox3 da variedade Williams 82. 

Sendo que a maioria das variedades produzidas no Brasil, tiveram como 

ancestrais variedades de origem norte americanas, essa semelhança pode ser 

devido a ancestralidade compartilhada entre a variedade Hartwig e as demais 

variedades (Cristalina, CAC 1, UFV 16). 

 

5.3.1. Lipoxigenase 2 

O material genético de 53 RILs foram amplificadas utilizando o mesmo 

primer lox2. Os produtos da amplificação foram seqüenciados somente na 

direção direta (Forward). Para os mesmos indivíduos foi feita a determinação 

do fenótipo LOX 2 através da atividade enzimática para a enzima LOX 1. Isso é 

possível porque os genes Lox1 e Lox2 estão ligados; assim, determinar o 

fenótipo para LOX 1 é o mesmo que para LOX 2. Houve como esperado uma 
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correspondência de 100% (Quadro 1) entre o fenótipo (atividade para LOX 1) e 

o genótipo (seqüenciamento). 

 

Quadro 1. Correlação entre o fenótipo e o genótipo para LOX 2. 
 

LOX 2 + LOX 2 - 
 

C D C D 

Haplótipo 
TG 28 0 0 0 

Haplótipo 
CA 0 0 25 0 

                                            C – Nº de indivíduos concordantes; D- Nº de indivíduos discordantes 
 

Após o seqüenciamento e o cruzamento de dados da caracterização 

fenotípica, confirmou-se a associação do haplótipo TG em 28 indivíduos com a 

presença da enzima LOX 2 e o haplótipo CA em 25 com a ausência de LOX 2.  

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. Nesse trabalho foi utilizando uma população de 96 plantas F2; e 

sondas fluorescentes alelo específicas e a metodologia Melting Curve assay, 

como estratégia de genotipagem.  

Um marcador SNP foi associado com a característica supernodulação em 

soja. O polimorfismo A/T na posição 959 do gene GmNARK, responsável por 

codificar o receptor responsável pela autoregulação da nodulação, co-segregou 

completamente com os indivíduos da população F2 de 40 indivíduos, 

respectivamente normais e supernodulantes (KIM et al., 2005).  

De acordo com RAFALSKI (2002), para distinguir haplótipos em uma 

seqüência com vários polimorfismos, deve-se considerar o número de SNPs. 

Os SNPs contidos na seqüência LOX 2 conjuntamente podem gerar quatro 

haplótipos possíveis: CA, CG, TA e TG. No entanto, se verifica entre os 

indivíduos a ocorrência de dois: CA e TG separados por 116 pb (Figura 10). Os 

dois SNPs que separadamente são considerados alelos, conjuntamente são 

denominados haplótipos. Existem então, dois haplótipos: CA para LOX 2+ e TG 

para LOX 2-, de acordo com as 53 RILs avaliadas. 

Fenótipo 

Alelo 
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Figura 10 – Região dos cromatogramas correspondentes às sequências das 
variedades parentais da população de RILs utilizada na genotipagem (de cima 
para baixo): Y23 (Paranagoiana TN) e Hartwig, evidenciando os haplótipos 
contidos no gene Lox2.  As duas barras entre as duas porções da Figura  
indicam que parte da sequência foi retirada. 
 

 

O D’ (índice de desequilíbrio de ligação) entre esses dois alelos é 

máximo, pois só existem indivíduos com um haplótipo ou com outro (Tabela 

10). 

 

Tabela 10 . Número de indivíduos contendo cada um dos alelos. O índice de 

desequilíbrio de ligação (DL) D’=1 

 

 C T 

A 25 0 

G 0 28 

 

Segundo BANSAL (2003), RAFALSKI (2002), REMINGTON (2001) o DL 

existe entre dois locos ligados quando alelos destes ocorrem no mesmo 

haplótipo de maneira mais freqüente do que o esperado. Isto caracteriza uma 

segregação dependente entre dois ou mais locos analisados (LONG, 2004).  

Segundo ZHU et al. (2003), uma conseqüência do desequilíbrio de ligação é a 

redução da variabilidade genética que resulta numa limitada diversidade de  

haplótipos. Em análises de dois locos separados por 55 pb em 570 genótipos 

de soja, 3 haplótipos dos quatro possíveis considerando o equilíbrio de ligação  

Alelo 1 
Alelo 2 
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foram identificados (CORYELL et al., 1999), apresentando assim um D’ menor 

que o D’ para os haplótipos identificados no gene Lox2. 

 
5.3.2. Lipoxigenase 3 

De forma semelhante, 51 indivíduos foram subamostrados da mesma 

população de RILS, amplificados com o primer lox3.2 referente ao primeiro 

éxon onde se encontra o indel caracterizado pela presença/ausência de uma 

guanina nessa posição (Figura 11). 

Esse polimorfismo poderia estar associado com a presença/ausência da 

LOX 3 nas sementes. Após a amplificação com o primer 3.2, todos os 

fragmentos referentes aos indivíduos da população foram enviados para o 

sequenciamento apenas na direção direta (Forward). A determinação fenotípica 

foi feita por meio da atividade enzimática para LOX 3.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 11 – Região dos cromatogramas correspondentes às sequências das 
variedades parentais da população de RILS utilizada na genotipagem (de cima 
para baixo): Y23 (Paranagoiana TN) e Hartwig, evidenciando o indel contido no 
primeiro éxon do gene Lox3. 
 

Houve uma associação direta entre o genótipo e o fenótipo. Vinte e um 

indivíduos apresentaram  a guanina na posição 259 (G259) e foram LOX 3+ e 

30 apresentaram o indel  (: 959) sendo LOX 3- (Quadro 2). Dessa forma pode-

se concluir que o indel presente no primeiro éxon pode ser utilizado como 

marcador para a característica presença/ausência de LOX 3 nas sementes de 
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soja, sendo a deleção associada a recessividade e a presença da guanina   

determinante da dominância.        
 

            Quadro 2 . Correlação entre o fenótipo e o genótipo para LOX 3 
 
 

LOX 3 + LOX 3 - 
 

C D C D 

G959 21 0 0 0 

:959 
(deleção) 0 0 30 0 

           
                         C – N º de indivíduos concordantes; D- Nº de indivíduos discordantes 
 
 

HAYASHI et al. (2006) descreveram o uso de indels como marcadores para 

os seguintes genes: Piz, Piz-t, Pik, Pik-m, que conferem resistência ao 

fitopatógeno do arroz Magnaporthe grisea. As populações utilizadas variaram 

de acordo com o gene, mas todas eram populações F2 ou subgrupo dessas 

populações. Todos os marcadores indels foram eficientes na seleção assistida 

por marcadores.  

Marcadores indel para o gene Almt1, que condiciona tolerância ao alumínio 

em trigo, foram desenvolvidos por RAMAN et al. (2006). Os marcadores indel 

ALMT1-SSR3a e ALMT1-SSR3b derivaram de marcadores SSR. Ambos co-

segregaram completamente com a tolerância ao alumínio, sendo que a 

validação foi feita utilizando 20 variedades parentais de origens diversas. 

Segundo esse autor, marcadores Indel podem ser úteis na seleção assistida 

por marcadores bem como estudos de evolução de populações. 

 

 

 

 

 
 

Fenótipo 

Alelo 
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6. CONCLUSÕES 

 

• A presença de dois dos três polimorfismos descritos por KIM et al. (2004) 

foram visualizados a partir do seqüenciamento de parte do gene e foram 

confirmados os resultados que confirmam que eles podem ser usados 

como marcadores da ausência/presença da enzima LOX 2 nas variedades 

de soja estudadas. 

• A identificação dos marcadores SNP para lipoxigenase 2, permite a 

conseqüente determinação do genótipo Lox1,  uma vez que os genes são 

ligados. 

• Foi possível estimar o número de polimorfismos por Kb, bem como o 

número de SNPs na região codificadora e não codificadora; por meio do 

seqüenciamento de grande parte da sequência nucleotídica responsável 

pela expressão da enzima LOX 3. 

• Um indel presente no primeiro éxon da região codificante da lipoxigenase 3 

provavelmente é a razão molecular da recessividade apresentada pelas 

variedades LOX 3 -. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Para que os polimorfismos estudados nesse trabalho sejam utilizados 

pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do 

BIOAGRO/UFV, é necessário que uma estratégia de genotipagem que priorize 

rapidez e baixo custo seja desenvolvida. 

A genotipagem de outras populações também se faz necessário para 

confirmar a robustez  e a eficiência desses marcadores moleculares. 

Assim que completamente corroborada a hipótese de que  duas 

substituições para a enzima lipoxigenase 2  e um indel para lipoxigenase 3 são 

respectivamente responsáveis pela inatividade das enzimas; e uma boa 

metodologia de genotipagem seja escolhida,  será possível o uso desses 

marcadores no PMQS do BIOAGRO na UFV. 
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>gi|18676|emb|X06928.1| Soybean lox-3 gene for seed lipoxygenase-3 gene (EC 
1.13.11.12) 
AATTCATTTCTAATGTAAAATTAAATATCTAAAAATATATCTAAAATCAATTATGAATTGAGAATTAACT 
TTTTAACGTTAAACCAAACATGCACTCAAAGTTATTTCAACTTATAATTCATTTTAAAATTTTCTATAAG 
ATAAAATCAAACATGTAAGAATATATTTAAAATAGGTCCAAAATCAATTTTTTAACATCAAAGCAAACAG 
AGACTTATCCAAATACTTATTACTCAGATTATCAATACAAACTTCCAATTTTGATCGAAAAAAAAATACC 
AAAAGTACCTATGTATGAAACAACTTATAAGTTTTATTTATTTTCAATTAGTTTTATAAGAAATTAATTA 
GTGAATAAAAATATTTATTACATTAAAAAGTAAACAAATTACTGTATTTTTAGTCGTAAAAAAGCTCAAT 
AAAACTTATAAAAATAATGTTGTATCTTCCTATAAATCCTCTTGTTGCTTTTAACAAAAGTACTATTAAA 
TAAAAAAAAATATTAATGTCTTGAGTATATGAATCATGTTAAAATATTTATTATAAAAAGAGAGTAAGAA 
AATGTTGTGGGGAAGATTTAAAATTATCCAATTCACAAATGTACTCAATAGTAACTACTAACTAGTAAGA 
AGGAAATGTTGAATATAATAATTATTGATTTTTATCTGGTTTGGTTCTTTGCATGCACGTATATGACAGT 
TTGGTTTGCACATTGGAGTCTGAGTCCGCTACAAGACATTTATGTATCATCATCTTCGTTTCTTAGTCTT 
CCTCCTTAATTATAAATACCACCAAGGGCTGTGCTTGGCATCCTCACCCAAAAAAAAAGACCATACATAG 
TAGTGTTGGTGGGTTGCAAAGATGCTTGGGGGTCTTCTCCATAGGGGTCATAAGATAAAAGGGACAGTGG 
TGTTGATGCGCAAGAATGTGTTGCACGTGAATAGCGTAACCAGCGTTGGGGGAATTATTGGTCAAGGTCT 
CGACTTAGTTGGCTCAACACTCGATACTCTTACTGCCTTCTTGGGCCGACCCGTGTCTCTCCAGCTTATT 
AGTGCTACCAAAGCTGATGGTTCCTTTTCTTCTTTCTTATTTTTCCTAATTACTTCATCCATGCATGCAT 
GCCTTCAATTCTCACCTATGTTGCTCATCAACTGATGCCAACATCTATTAGTGTTTTCGTTTAACGGTGT 
TTCATTTCAATCTATCCTCTCACATACTTCTCCGTTCAACGGAGTTTGAATTCGTGTAAAACATAAACCA 
TACACACGCTAGATGTTTATAATCATGACGCGTGTCCTCCTTGTGTGTCTTCATTATTTGTTATATGAGA 
TTTGAATGTTATTAATTATTAGTATAGCATGTGCAGCATTCTCACTCTCTTACCAAGCTAGCTACGTTTG 
CACGCACGTCTATAAATGTTTAATTTTTTGTTTATGTGAAATGTGAAACTAAGTCATGGTAGAACGGCTT 
CATATTGGTTTTTACTTTTGTTTTCACTCTTTCTTTTCTTTGGGTAGCCAACGGAAAAGGGAAACTTGGA 
AAGGCTACCTTTTTGGAAGGTATCATTACTTCATTGCCAACTTTGGGAGCAGGCCAATCTGCATTCAAAA 
TTAATTTTGAATGGGATGATGGGAGTGGAATTCTTGGAGCATTTTATATCAAGAATTTTATGCAAACTGA 
GTTTTTCCTTGTGAGTTTGACTCTTGAAGACATTCCAAACCATGGAAGCATCCACTTTGTTTGCAATTCG 
TGGATTTACAATGCCAAACTCTTCAAAAGTGACCGCATTTTCTTTGCCAACCAGGTCAAGTATAATTAAT 
GAAACTTAAATATAACTTTTAAATCTTCAATAACTTTGTTTGTTTTCTCTAGTTATTTCATTTTTCCAAA 
AAAAAGTTTTTGTCAATACCCGAGTGTCAATTAATGTGGTTTATTTTGAAGTTGTTGAACTTTAAGGCAT 
CAATGAAAAAATAAAGTTAACAAAACATATTGCAGACATATCTTCCAAGTGAGACACCAGCTCCACTAGT 
CAAATATAGAGAAGAAGAGTTGCATAATTTAAGAGGAGATGGAACTGGAGAACGCAAAGAGTGGGAAAGG 
GTCTATGATTATGATGTCTACAATGATTTAGGTGATCCGGATAAAGGTGAAAATCATGCCCGTCCTGTTC 
TTGGAGGAAATGACACCTTTCCTTATCCTCGTAGGGGGAGAACTGGTAGAAAACCAACAAGGAAAGGTTA 
GGCTTCTATTTCTATTTTTAAATTACTCTATCACAGACTCAAATCTGTTCTTCAATTCTATAATATTTAT 
GAGGTCTTAGCATAAATGTACTTTTAATATGTCAAGAGTCATATAACTTTGAATTGGTATATTGTTTTAG 
CTAGAAGAGTTCTACATGTACATGTTAACATAAAGGTTGACTGTTTCTAATCAAGTAATCCTAAATTATC 
AAGGAGTACTTAGAAACAACCATTTCATTGAACTTTAACTGTTTTTCAATTATGAGTTTGAAAATTTCTG 
TTTTTGTTGCTAATAAGTTCTGCTATTTTCATTAAACAGATCCTAATAGTGAGAGTAGGAGCAATGATGT 
TTATCTTCCAAGAGATGAGGCTTTTGGACACTTGAAGTCATCTGACTTTCTTACTTATGGACTAAAATCC 
GTATCTCAAAATGTTCTTCCATTATTGCAATCTGCTTTTGATTTGAATTTCACACCCCGTGAGTTTGATA 
GCTTTGATGAAGTTCATGGACTCTATTCAGGCGGAATTAAGCTGCCAACAGATATAATCAGCAAGATTAG 
TCCACTACCCGTGCTTAAGGAAATCTTCCGAACTGATGGTGAACAGGCCCTTAAGTTTCCTCCTCCTAAA 
GTAATTCAAGGTATCTCATAATATTAAGTACCTGTATCTAAAATGGCGTTACAATTAACAGCATTGGAGT 
GCTAATAATGGATATCTGAATTAATCCTATTTCACTAAGGATATTTGTTATTATTTGAGCAGTGAGTAAG 
TCTGCATGGATGACTGATGAAGAATTTGCAAGAGAAATGCTTGCTGGTGTAAATCCAAACTTGATTCGTT 
GTCTTAAGGTTGAGTTTTCTTTGCATGTCAAGTTTGTGATTGATATCCTTGATTGGCAGGATGACCCAAT 
GGAGGAGGATCATATATATTTCCTTATAATTTATTATTGCAGGAGTTCCCTCCACGAAGCAAGCTAGATA 
GCCAAGTCTATGGTGATCATACTAGTCAAATAACCAAAGAACACCTAGAGCCCAACTTAGAAGGGCTCAC 
TGTAGATGAGGTATATAATATGATAAACTTGTGTTTCGAAATAAAATTTTATTTGATGAATTCTGTTATT 
TTATGTGTCTAGTTTTTATTTTAGATGATGTTTCTATGAATAATAAGAGTAAATTGTATTTGGTTGGAAA 
GGCAATTCAAAACAAGAGATTGTTCCTACTAGGTCATCATGACCCAATCATGCCATATTTGAGGCGAATA 
AATGCAACCTCCACAAAGGCTTATGCTACCAGAACCATCCTTTTCCTGAAAAATGACGGAACTTTAAGAC 
CACTTGCCATAGAGTTGAGTTTGCCACATCCTCAGGGAGATCAATCTGGTGCTTTTAGTCAAGTTTTTCT 
GCCTGCAGATGAAGGTGTTGAAAGTTCTATTTGGCTGCTAGCAAAGGCTTATGTAGTTGTGAATGACTCG 
TGCTATCATCAACTTGTCAGCCATTGGTATACATTTTCTCAACGAAATAATATAAAAATAAATAAACTTA 
TATATATATATCTAGAAAATGATTATTAATATCTTTTGATGGATAATAGGTTAAACACTCATGCAGTTGT 
TGAGCCATTCATCATAGCAACAAACAGGCATCTCAGTGTTGTTCACCCTATTTATAAACTCCTTCACCCT 
CACTATCGTGACACCATGAACATAAATGGCCTTGCTCGGTTATCACTGGTCAACGACGGTGGCGTTATAG 
AACAAACATTTTTGTGGGGAAGGTATTCTGTGGAAATGTCTGCTGTAGTTTACAAGGATTGGGTTTTTAC 
AGATCAAGCATTGCCTGCTGACCTTATAAAAAGGTAAATCATATATCTTACAATAGGAAACATGAAACTC 
AATTTAATTTATAGTTAACAAAAAATTGAAGACACTTTTGATGTTATATAATTAATGTCATGTGATATAG 
AGGAATGGCAATTGAGGATCCATCGTGCCCTCATGGCATTCGCCTTGTGATAGAGGACTACCCTTATGCT 
GTTGATGGACTTGAGATATGGGATGCTATCAAGACATGGGTCCATGAATACGTTTTCTTGTACTACAAAT 
CAGATGACACACTTAGAGAAGATCCTGAACTCCAAGCCTGCTGGAAAGAACTCGTAGAGGTGGGTCATGG 
AGACAAGAAAAATGAGCCATGGTGGCCTAAGATGCAAACTCGTGAAGAGCTAGTTGAAGCTTGCGCTATC 
ATCATATGGACTGCTTCAGCACTTCATGCAGCTGTTAATTTTGGACAGTATCCCTATGGAGGTTTAATCT 
TAAACCGTCCAACTCTTAGTAGGCGATTCATGCCTGAGAAAGGTTCTGCTGAGTATGAGGAGCTGAGGAA 
GAATCCCCAGAAGGCTTACTTGAAGACTATTACACCAAAGTTTCAGACCCTTATTGACCTTTCTGTTATA 
GAAATCTTGTCAAGGCATGCATCTGATGAGGTGTACCTTGGGGAGAGGGACAATCCAAATTGGACATCTG 
ATACAAGAGCGTTAGAGGCTTTTAAAAGGTTTGGAAATAAACTGGCACAAATTGAGAATAAACTCTCAGA 
GAGAAACAACGATGAGAAACTGAGAAACCGTTGTGGACCAGTTCAAATGCCTTATACTCTGCTTTTGCCT 
TCTAGTAAGGAAGGATTAACTTTCAGAGGAATTCCCAACAGTATCTCTATCTGAAGAGGTTTGTGGTTCC 
TTAAGTTTTGTGGCTTTGAATAAAAGATAGAAGAGAAGGAATCTGAATTTCTTCATCCAACCTGCACATG 
GTAATCTAGTGTGTTTGAGTGCTTTCATGTTTGGCTTTAATAAAATAAAAGCAGTTGTTTTGTAAAATGT 
TCAGAATCAATAAAAGCATTTACTGCTTTGCTTTGTGCGCTAACGTTAGCCATCTAACTTGAATAGAAAT 
AAATAATGAGTTGGACAAAAGCTACAACGGCTTGATAACCCATTGTTCAAATATAATCCGTAATCTTTGT 
TTTATTTTTTGTTACAAGAGATATAAGAAACAAAATATATAATGCAAACTTTATTATTAAAATTATATTG 
GGTAAGAGGTTGGTGTCTGACCACGAATTTGATTTTGACAATCAAAACGGTCAACCTATATTAATAACAT 
CACAGGACGCAACTAACTACCCAAATATCGTTATTATAACATATAAATGAAAGTTTACAAATTGAAGAGA 
ACCTTGTGCACGAGGATAACTTTTTTATCATTCCATGCTTTTCCCGTTCATTCTGCATGATATATCTTGC 
AAATTCAAACTCTGTTTCATCGTTGTCGGATTCAGTCTATTAACAATGTACATGACATAAAATTAGTAAA 
TATAAAAAAGAATAATCCTTGAAGGCGTTAAACTCGAACAAACCTAGTCAATTAGAAGATTTTGAAGTTT 
GGGACAATGCTTGAATTTGCAATACATCTTGAATAGTCG 

Figura 1 – Sequência nucleotídica correspondente ao gene da lipoxigenase 3 
de soja. Número de acesso GenBank X06928.1. 
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Figura 2 - Região dos cromatogramas correspondentes às sequencias das 
variedades (de cima para baixo): Cristalina TN, Cristalina, CS94731, CAC 1, 
UFV 16 e Hartwig evidenciando os haplótipos contidos no gene da Lox2.  As 
duas barras entre as duas porções da figura, indica que parte da sequencia 
foi retirada.
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Figura 3 - Alinhamento entre as sequências de cada fragmento de PCR  
derivado do gene Lox2 das variedades Pureunkong and Jinpumkong 2. Os 
sítios de SNPs estão marcados com asterisco. 
 
 
 
 
 
 


