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RESUMO

COLOMBO, Lucinete Regina, D. S. Universidade Federal de Vigcosa, marco
2004. Acumulo de isoflavonas durante o enchimento do gréo de soja e
mapeamento de locos que controlam essa caracteristica. Orientador:
Everaldo Goncalves de Barros. Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e
Wagner Campos Otoni

Este trabalho foi realizado com a linhagem BARC-8 e a variedade
comercial IAC-100, com os objetivos de: analisar a expressdo do(s) gene(s)
que codifica(m) a(s) enzima(s) sintase de isoflavona (IFS) em soja, e avaliar o
acumulo de isoflavonas ao longo do enchimento do grdo em plantas cultivadas
em duas diferentes temperaturas; mapear e identificar marcadores do tipo
microssatélites e RAPD ligados a QTLs associados a determinacdo do
contetdo de isoflavonas em sementes de soja. Em um primeiro experimento,
as plantas da linhagem BARC-8 e da variedade comercial IAC-100 foram
cultivadas em dois regimes de temperaturas: 33/22 e 28/13 °C - dia/noite.
Foram detectadas seis formas de isoflavonas ao longo do enchimento do gréo
de soja (daidzina, genistina, glicitina, malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina) tanto para IAC-100 como para BARC-8. Os resultados das
analises de variancia indicaram ter havido variacdo significativa para teor de
isoflavonas em funcdo do gendtipo, da temperatura e dos estadios de
desenvolvimento, bem como interacdo entre os trés fatores analisados. A
andlise da cinética de acumulo do RNA de IFS, pela técnica de RT-PCR,
evidenciou que ndo ha uma relacdo entre o acumulo de isoflavonas e a
guantidade de transcritos para IFS durante o enchimento do gréo. Estudos
posteriores deverdo ser conduzidos, visando fazer uma andlise quantitativa,
para poder inferir como se comporta a expressdao da IFS ao longo do
enchimento do gréo e se ocorre influéncia da temperatura sobre o acimulo do
seu transcrito. No segundo experimento, foi utilizada uma populacdo de 93
plantas F,, obtidas do cruzamento entre BARC-8 e I|AC-100, que séo
contrastantes para os teores de daidzina, genistina, malonildaidzina,
malonilgenistina, isoflavonas totais e proteina. Os teores das isoflavonas foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e o teor protéico pelo

método de Kjeldahl. A populacdo foi analisada, utilizando-se marcadores
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microssatélites e RAPD. Foram obtidos 22 grupos de ligacdo pouco saturados,
contendo 82 marcadores, além de 25 marcas nao ligada. Na analise de marca
simples foram identificados 13 marcadores que explicaram a variagdo dos
teores de daidzina. Destes, o marcador Satt318 explicou 17,39%. Na regressao
multipla, as marcas Satt318, Satt232 e Satt518 explicaram, juntas, cerca de
31,5% desta caracteristica. Seis marcadores explicaram a variacdo dos teores
de genistina. Destes, 0 Satt318 explicou 16,05% da variacdo. Na analise de
regressao multipla, as marcas Satt318, Satt350, Satt127 e OPK20 explicaram,
juntas, cerca de 34% da variacdo. Onze marcadores foram identificados para
malonildaidzina. Destes, o Satt318 explicou 16,13%. Na andlise de regressao
multipla, as marcas Satt318, Satt232, Satt417 e Sattl97 explicaram, juntas,
cerca de 33% da variagdo. Dezesseis marcadores foram encontrados para
malonilgenistina. Destes, o0 Satt318 explicou 12,05% da variacdo. Na analise de
regressdo mdultipla, as marcas Satt318, Satt468, Satt495, Satt350, Sattl27 e
Satt499 explicaram, juntas, cerca de 45% da variacdo. Dez marcadores foram
identificados para isoflavona total. Destes, o Satt318 explicou 13,59% da
variacdo. Na analise de regressdo mdltipla, as marcas Satt318, Satt468 e
OPAWO04 explicaram, juntas, cerca de 26% da variacdo. Sete marcadores
foram identificados para proteina total. Destes, 0 OPK20 explicou 10,06%. Na
andlise de regressdo multipla, as marcas OPK20, Satt512, OPUO02 e Satt398
explicaram, juntas, cerca de 26% da variagdo. No mapeamento por intervalo
composto, foi identificado um uUnico QTL associado ao teor da isoflavona
daidzina no grupo de ligacdo K, que explicou 28% desta caracteristica. As
marcas que mais explicaram as diferentes caracteristicas avaliadas ndo foram
alocadas no mapa de ligacao e, estudos posteriores deverdo ser conduzidos,
visando aumentar o grau de saturacdo do mapa. Isto podera permitir a

identificacdo de QTLs para as diferentes caracteristicas analisadas.



ABSTRACT

COLOMBO, Lucinete Regina, D. S., Universidade Federal de Vicosa, March
2004. Accumulation of isoflavone during soybean seed filling and
mapping of loci controlling this trait. Adviser. Everaldo Goncalves de
Barros. Committee members: Maurilio Alves Moreira and Wagner Campos
Otoni.

The soybean line BARC-8 and the commercial cultivar IAC-100 were
used in this study in order to analyze the expression of the genes encoding the
enzyme isoflavone syntase (IFS) in soybean, and to evaluate the accumulation
of isoflavone during the seed filling in soy plants grown under two different
temperatures, as well as to map and identify RAPD and microsatellite markers
linked to the QTLs associated to the determination of the isoflavone contents in
soybean. In the first experiment, the plants were grown under two temperature
regimes: 33/22 and 28/13 °C - day/night. Six isoflavone forms were observed
along the seed filling (daidzin, genistin, glycitin, malonildaidzin, malonilgenistin
and malonilglycitin) in IAC-100 and BARC-8. The results of the variance
analyses showed a significant variation in isoflavone content as a function of the
genotype, temperature and the stage development, as well as an interaction
among those three analyzed factors. A qualitative analysis of the accumulation
kinetics of the isoflavone syntase RNA by the RT-PCR technique showed no
relationship between isoflavone accumulation and the transcripts for IFS during
seed filling. Further quantitative analysis should be conducted to determine the
way IFS expression varies along the seed filling, and to verify if there is any
influence of the temperature on its transcript accumulation. In the second
experiment, a population of 93 F, plants were used. These plants were obtained
from the crossing between BARC-8 and IAC-100, that are contrasting for the
contents of daidzin, genistin, malonildaidzin, malonilgenistin, total isoflavones
and protein. The isoflavone contents were determined by high performance
liquid chromatography, and the protein content by the Kjeldahl method. The
DNA of the plants was extracted and analyzed by RAPD and microsatellite
markers. Twenty two linkage groups containing 82 markers in addition to 25
non-linked genetic markers were obtained. In the single marker analysis,
thirteen markers explaining the variation in daidzin contents were identified.

Among them, marker Satt318 explained 17.39% of the phenotypic variation. In
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the multiple regression analysis, markers Satt318, Satt232 and Satt518
together explained about 31.5%. Six markers explained the variation in genistin
contents. From these, Satt318 explained 16.05% of the variation. In the multiple
regression analysis, markers Satt318, Satt350, Sattl27 and OPK20 together
explained about 34%. A total of eleven markers for malonildaidzin were
identified. Among those, Satt318 explained 16.13% of the variation. In the
multiple regression analysis, the markers Satt318, Satt232, Satt417 and
Satt197 together explained about 33%. Sixteen markers were found for
malonilgenistin. From those, Satt318 explained 12.05% of the variation. In the
multiple regression analysis, markers Satt318, Satt468, Satt495, Satt350,
Sattl27 and Satt499 together explained about 45%. Ten markers were
identified for total isoflavone. From those, Satt318 explained 13.59% of the
variation. In the multiple regression analysis, markers Satt318, Satt468 and
OPAWO4 together explained about 26%. Seven markers were identified for total
protein. Among those, OPK20 explained 10.06%. In the multiple regression
analysis, markers OPK20, SATT512, OPUO2 and Satt398 together explained
about 26% of the variation. In the interval composite mapping, just one QTL
associated to daidzin content in linkage group K was identified, which explained
28% of the variation of this trait. The genetic markers which explained a higher
amount of the variation of the different traits evaluated were not allocated in the
linkage map. Further studies are needed, which should target the increase of
the map saturation level. This will probably allow the identification of other QTLs

for the different traits analyzed.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill), leguminosa originaria da China, €, um
dos produtos agricolas de maior importancia no Brasil, ocupando lugar de
destaque nas exportagdes. Atualmente, cultiva-se soja em praticamente todo
territério nacional. Isso se deve principalmente ao grande numero de cultivares
disponiveis e adaptados a todas as regibes brasileiras. E uma cultura de
grande interesse mundial devido a excelente combinacdo que apresenta entre
produtividade, normalmente acima de duas toneladas por hectare, e teores de
proteina e 6leo no grdo, em torno de 40% e 20%, respectivamente. Essa
combinacao contribuiu para a formacédo de um vasto complexo agro-industrial
destinado ao processamento dos produtos derivados da soja.

Atualmente, a soja vem tendo destaque também por possuir diversos
componentes biologicamente ativos, estando entre os alimentos funcionais
mais estudados. Dentre estes compostos destacam-se as isoflavonas que sdo
referidas como fitoestrégenos, que parecem ter efeitos moduladores dos
receptores estrogénicos. Estudos sugerem a acéo de isoflavonas na prevencao
de cancer, doencas cardiovasculares, alivio dos sintomas da menopausa e
osteoporose.

A soja é uma fonte rica e quase Unica de isoflavonas na dieta humana.
Os teores de isoflavonas, nas sementes de soja, apresentam uma grande
variabilidade devido a fatores genéticos e ambientais, tais como temperatura,
local e ano de plantio. As isoflavonas sdo compostos secundéarios com limitada
distribuicdo no reino vegetal, sendo quase inteiramente restrita as leguminosas.
A presenca desses compostos, aparentemente, depende da ocorréncia da
enzima sintase de isoflavona (IFS), sendo esta a enzima chave para
biossintese desses compostos, redirecionando os intermediarios da via dos
fenilpropandides, de flavonas para isoflavonas.

Tradicionalmente, os programas de melhoramento genético da soja tém
dado maior énfase a produtividade, resisténcia a doencas e adaptabilidade. Os
programas que visam ao desenvolvimento de cultivares de melhor qualidade
nutricional tém se concentrado no aumento do teor de proteinas, na alteracdo
da composicéo da fracdo 6leo e na diminuicdo de fatores antinutricionais das

sementes. O teor de isoflavonas ndo tem merecido grande atencao por parte
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dos melhoristas até o presente, sobretudo no Brasil, onde as informac¢des
sobre esta caracteristica sao raras e pouco conclusivas.

O avanco das técnicas de biologia molecular tem permitido a
identificacdo de marcadores genéticos que sdo fundamentais para o
monitoramento dos fatores genéticos que determinam um carater, o qual
muitas vezes é avaliado por processos analiticos onerosos e demorados.
Marcadores genéticos ligados a genes que controlam o teor de isoflavonas
podem ser usados para selecdo indireta de alelos favoraveis, de forma mais
eficiente que a selecao fenotipica direta, que é realizada por HPLC, sendo esta
uma técnica demorada e trabalhosa.

A selecdo de caracteristicas agrondbmicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um grupo de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo, esse
marcador pode ser utilizado para selecionar a caracteristica de interesse
programas de melhoramento. Segundo Hayward et al. (1994), o método mais
eficaz de determinar esse tipo de associacdo envolve a construcdo de mapas
genéticos detalhados, nos quais podem ser localizadas regifes contendo locos
para caracteristicas quantitativas (QTLS).

A caracteristica “teor de isoflavonas” ainda é pouco entendida do ponto
de vista genético. Por este motivo o presente trabalho teve como objetivos: (i)
analisar a expressao do(s) gene(s) que codifica(m) a(s) enzima(s) IFS em soja
e avaliar o acumulo de isoflavonas ao longo do enchimento do grdo na
variedades IAC-100 e na linhagem BARC-8, cultivadas sob dois regimes de
temperatura; (i) mapear e identificar marcadores do tipo microssatélites e, ou,
RAPD ligados a QTLs associados a determinacdo dessa caracteristica em

sementes de soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Isoflavonas

As isoflavonas s&@o fendis heterociclicos, muito semelhantes
estruturalmente aos hormonios esterdides estrogénicos (Pratt e Birac, 1979).
Os compostos fendlicos séo caracterizados por pelo menos um anel aromatico
(Ce) contendo uma ou mais hidroxilas (Strack, 1997).

As isoflavonas sdo metabdlitos secundarios sintetizados por um ramo da
via dos fenilpropandides. Compartilham uma via biossintética comum com o0s
flavonoides, até os substratos liquiritigenina e naringenina. Outros ramos dessa
via produzem lignina e antocianinas (Jung et al., 2000; Yu et al., 2003) (Figura
1). A via de sintese de gliciteina ndo foi totalmente elucidada, provavelmente é

derivada de isoliquiritigenina (Latunde-Dada et al., 2001).

FENILALANINA
Fenilalanina aménia-liase
CINAMATO
Acido Cinamico 4-hidroxilase
p-COUMARATO

4 Coumarato:CoA ligase E Lignina
b COUMAROIL-COA  rmee >
Sintase de calcona Sintase de calcona
Redutase de calcona /\
4,2, 4-TRIHIDROXICALCONA 4,2,4 6-TETRAHIDROXICALCONA
(ISOLIQUIRITIGENINA) (ISONARINGENINA)
- - - - Isomerase de calcona -
GLICITEINA LIQUIRITIGENINA NARINGENINA
i - Sintase de isoflavona® l N
Antocianina
DAIDZEINA GENISTEINA
v
Gliceolinas

Figura 1 — Diagrama simplificado da via dos fenilpropanéides mostrando
intermediarios e enzimas envolvidas na sintese de isoflavonas (em
italico). As setas pontilhadas representam multiplos passos
enzimaticos.



As isoflavonas tém limitada distribuicdo no reino vegetal e estdo quase
gue inteiramente restritas as leguminosas, dentre as quais a soja cultivada
(Glycine max) (Dewick, 1994). As principais isoflavonas encontradas em soja
sao: genistina, daidizina, glicitina e suas formas acetiladas e maloniladas: 6"-O-
acetilgenistina, 6”-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilglicitina, 6”-O-malonilgenistina, ,
6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilglicitina, bem como suas agliconas
correspondentes, ginisteina, daidzeina e gliciteina (Bourquin, 1996) (Figura 2).
Segundo Graham (1991), na semente de soja, as isoflavonas sé&o
armazenadas no vacuolo na forma de glicosil e malonil-glicosil conjugados. As
formas agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina) e acetilglicosiladas
(acetildaidzina, acetilgenistina e acetilglicitina) resultam do processamento da
soja e produtos da soja ou do preparo de amostras para analise (Griffith e
Collison, 2001).

R1 R2 Compostos Agliconas
H H Daidzeina
OH H Genisteina
H OCHs Gliceteina
R3 R4 R5 Compostos
H H H Daidzina
OH H H Genistina Glicosideos
H OCHjs H Glicetina CHOR,
H H COCH;s Acetildaidzina
OH H COCH; Acetilgenistina
H OCHg; COCHjs Acetilglicitina
H H COCH,COOH Malonildaidzina
OH H COCH,COOH  Malonilgenistina
H OCHgs COCH,COOH Malonilglicitina

Figura 2 — Estruturas quimicas das 12 formas de isoflavonas.

A distribuicdo e os niveis relativos de isoflavonas especificos em
plantulas de soja sdo caracteristicos de cada érgdo (Graham, 1991). Na
semente de soja, o0 contetdo total de isoflavonas é cinco a seis vezes maior no
hipocotilo que nos cotilédones, sendo a glicitina e seus derivados de ocorréncia

exclusiva do hipocotilo. Por outro lado, no tegumento da semente de soja néo




foram encontradas isoflavonas. O acompanhamento do acumulo de isoflavonas
durante o desenvolvimento da semente de soja mostrou que malonilgenistina e
genistina acumulam muito mais no estadio final de desenvolvimento da
semente, enquanto malonildaidzina e daidzina acumulam com uma taxa
constante e malonilglicitina e glicitina mantém seus niveis durante todo o
periodo (Kudou et al., 1991).

Os teores e a composicdo de isoflavonas variam em funcao do gendétipo
e das condi¢cdes ambientais durante o cultivo (Eldridge e Kwolek, 1983; Wang e
Murphy, 1994; Carrdo-Panizzi e Kitamura, 1995; Carrdo-Panizzi, 1996; Choi et
al., 1996; Aussenac et al., 1998; Carrdo-Panizzi et al., 1999; Hocck et al., 2000;
Lee et al., 2002). Um dos fatores ambientais que provocam uma reducao
significativa nos teores de isoflavonas no grdo de soja é a temperatura mais
alta durante o enchimento dos graos (Kitamura et al., 1991; Carrdo-Panizzi,
1996 e Tsukamoto et al., 1995). Foi observado por Tsukamoto et al. (1995), em
variedades crescidas a temperaturas mais altas, reducéo de 14 a 16 vezes na
semente inteira, enquanto que no hipocotilo a reducao foi de trés a seis vezes.
Esses mesmos autores verificaram que o conteudo de isoflavonas no hipocatilo
permaneceu alto quando as plantas de soja foram cultivadas em campo e
decresceu quando cultivadas em camaras de crescimento. Eles sugerem que
possivelmente insetos ou microrganismos estimulem a producdo de
isoflavonas. Além da temperatura, e possivelmente estresses bidticos, a luz
também influencia a distribuicdo de isoflavonas em soja (Graham, 1991).

As isoflavonas exibem ampla atividade biolégica nas plantas,
desempenham papel importante nas interagdes planta-microrganismo e planta-
inseto. Estd bem estabelecida a existéncia de trocas de sinais entre rizébio e
leguminosas (Denarie et al., 1996). A planta secreta isoflavonas na rizosfera e
esses metabdlitos sdo percebidos pela bactéria (Philips, 1992). As isoflavonas
interagem com uma proteina regulatéria do rizébio, Nod D, que ativa a
transcricdo de varios genes nod no rizébio (Smit et al., 1992). O resultado é a
producdo de lipoquitooligossacarideos, chamados fatores nod, que em baixas
concentracdes induzem a formacéo de nodulos (Stokkermans e Peters, 1994).

Um outro papel das isoflavonas é verificado durante a resposta de
resisténcia a doencas. Algumas fitoalexinas séo isoflavonas com atividade

antifingica e antibacteriana (Rivera-Vargas et al., 1993). Além disso,
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contribuem para a resisténcia da planta a insetos e a nematéides (Huang e
Barker, 1991; Liu et al., 1992).

2.2. Sintase de Isoflavona

A sintase de isoflavona — IFS (EC 5.4.99), enzima chave que redireciona
os intermediarios da via dos fenilpropandides de flavondides para isoflavonas,
pertence a familia da citocromo P450 monooxigenase. A limitada distribuicdo
das isoflavonas no reino vegetal, quase que inteiramente restrita as
leguminosas, aparentemente esta correlacionada com a ocorréncia ou nao de
atividade desta enzima.

A reacado catalisada pela IFS ocorre em dois passos. Primeiro, a IFS
medeia a hidroxilacdo associada a migracdo do anel aril, formando a 2-
hidroxiisoflavonona. Este é, entdo, desidratado a isoflavona, numa reacao que
ocorre espontaneamente, mas que pode ser catalizada por uma desidratase

especifica in vivo (Steele et al., 1999) (Figura 3).

HO
R
R=H; liquiritigenina 2-hidroxiisoflavonona R=H; daidizeina
R=0OH; naringenina R=0H; genisteina

Figura 3 — Reacdao catalisada pela sintase de isoflavona.

Foram identificados dois genes que codificam a IFS em soja. Um deles
foi clonado por “screening” funcional de um candidato cDNA P450 expresso em
células de insetos (Steele et al., 1999). Esse mesmo gene, bem como um
segundo gene foram isolados a partir de “screening” funcional em levedura, de
uma biblioteca construida a partir de folhas de soja infectadas com o fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Jung et al., 2000).

A caracterizacao dos dois genes da IFS de soja mostrou a presenca de

um Unico intron localizado na mesma posicao, interrompendo o cédon para o




aminoacido 300. O intron da IFS1 tem 218 bp, e o intron da IFS2 tem 135 bp,
apresentando 46% de similaridade entre eles (Jung et al., 2000).

Foram isolados genes homodlogos a IFS de soja em outras leguminosas,
incluindo trevo vermelho, trevo branco, feijao, alfafa, lentilha, ervilha e tremoco,
assim como em beterraba, uma espécie ndo leguminosa. Todas as proteinas
IFS codificadas por estes genes, apresentam alta similaridade na sequéncia de
aminoacidos que varia de 95 a 99% , para ambas as IFS. O alto grau de
conservacao pode refletir a limitacdo funcional necesséaria para a enzima ser
capaz de carrear a migracao aril, em uma Unica reacédo (Jung et al., 2000).

Para testar a funcao do gene da IFS de soja em planta ndo leguminosa,
foi introduzida a regido codificante do gene IFS1 em plantas de Arabidopsis.
Estas plantas expressaram a enzima IFS ativa, convertendo naringenina em
genisteina. O substrato naringenina nao foi detectado em plantas controle e
nas transformadas, sugerindo que a IFS compete com outras enzimas da via
dos fenilpropandides por este intermediario (Jung et al., 2000).

A expressao da enzima IFS de soja em plantas de tabaco resultou na
producdo de genisteina. Entretanto, tal atividade s6 ocorreu em tecidos que
sintetizam antocianinas, como por exemplo o tecido floral. Em células de milho,
fatores de transcricdo que regulam genes da via de sintese de antocianinas
foram requeridos em adicdo ao gene da IFS de soja para a sintese de
genisteina (Yu et al.,, 2000). Os mesmos fatores de transcricao foram
expressos em sementes de soja e alguns genes da via dos fenilpropandides
foram ativados, levando ao aumento de daidzeina e de isoflavonas totais,

apesar da reducao de genisteina (Yu et al., 2003).

2.3. Marcadores Moleculares

Diversas técnicas de biologia molecular estdo atualmente disponiveis
para a deteccdo de variabilidade genética em nivel de sequéncia de DNA, ou
seja, para a deteccao de polimorfismo genético. Estas técnicas possibilitaram o
surgimento de varios tipos de marcadores moleculares que tém sido utilizados
para cobrir o genoma de diversos tipos de organismos. Tais marcadores
podem ser utilizados tanto para estudos genéticos como no melhoramento de

plantas, animais e microrganismos.



O primeiro marcador molecular a ser estudado foi os marcadores RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphisms”), que foram amplamente
empregados nas mais variadas areas da genética animal, vegetal e de
microrganismos. O desenvolvimento do processo de amplificacdo em cadeia
utilizando a DNA polimerase (PCR) levou ao aparecimento de outras classes
de marcadores moleculares, que requeriam pequenas quantidades de DNA
para a amplificacdo e analise, tais como: RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”), microssatélites e AFLP (“Amplified Fragment Length

Polymorphism”).

2.3.1. Marcadores RAPD

Os marcadores RAPD sao fragmentos discretos de DNA, amplificados
pela reacdo da polimerizagdo em cadeia a partir de primers Unicos de
sequéncia arbitraria e conteddo de CG maior que 50%, que se ligam ao DNA
gendmico em dois sitios, em fitas opostas do DNA molde. Os produtos de
amplificacdo sdo formados quando estes sitios estiverem separados por uma
distancia amplificavel (que pode variar de 200 a 2000 pb). O numero e o
tamanho dos fragmentos amplificados dependem da sequéncia do primer
usado e da sequéncia de bases do DNA molde (Tingey e Del Tufo, 1993). Os
polimorfismos resultam de mudancas na molécula de DNA que alteram os
sitios de ligacao dos primers, o que pode alterar o comprimento do fragmento
compreendido entre os dois sitios ou mesmo impedir que a amplificacédo
ocorra. Esta técnica ndo permite a distincdo entre individuos heterozigotos e
homozigotos, sendo a sua heranga considerada dominante.

2.3.2. Marcadores Microssatélites

Microssatélites ou “Single Sequence Repeats (SSR)” consistem de
agrupamentos de sequéncias repetidas em séries presentes no genoma de
diversos organismos, sendo que o numero de sequéncias repetidas varia para
cada organismo e para cada regido do genoma. Os microssatélites sao
flanqueados por sequéncias de DNA extremamente conservadas entre

genodtipos da mesma espécie. Assim, primers que sejam complementares as
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regides flanqueando os microssatélites podem ser usados para amplificar um
determinado loco, via reacao de polimerase em cadeia (PCR). Tendo em vista
a expressao co-dominante e o multialelismo, os microssatélites constituem a
classe mais informativa de marcadores moleculares (Tautz, 1989). A alta
informacédo contida em loco SSR, aliada a sua transmissdo co-dominante,
potencial para automacédo e requerimento de pequena quantidade de DNA,
fazem com que os SSRs sejam considerados marcadores genéticos mais
indicados (Rafalski e Tingey, 1993).

2.4. Mapeamento Genético

O mapeamento gendmico de uma espécie consiste na producao de um
conjunto ordenado de informacfes sobre as seqiiéncias de DNA que cobre
todo o genoma. O mapeamento genético é baseado na hipdtese de que a co-
transmissdo de dois marcadores reflete a proximidade entre eles, criando a
possibilidade de se ordenar linearmente a informacao genética ao longo dos
cromossomos e determinar a distancia entre os genes ligados. A determinacéo
da distancia e da ordem é feita com base na taxa de recombinacdo genética.

Os requisitos basicos para a construcao de um mapa genético sdo a
obtencdo de populacdes segregantes e a utilizacdo de varios marcadores que
sejam polimérficos entre 0s progenitores e que apresentam segregacao
Mendeliana na progénie. Mapas de ligacdo sdo construidos pela analise da
segregacdo dos marcadores em uma populacdo segregante, isto é, em
desequilibrio de ligacdo génica.

Idealmente, no mapa o numero de grupos de ligacdo obtidos deve
coincidir com o niumero de cromossomos do organismo e todos 0s marcadores
genéticos devem estar alocados nos diversos grupos de ligacao, sugerindo que
todas as regides do genoma estejam representadas.

Os mapas disponiveis para a soja sao, em sua maioria, feitos a partir de
cruzamentos interespecificos entre Glycine max e Glycine soja (Shoemaker,
1994; Keim et al.,, 1997; Cregan et al., 1999). Embora o cruzamento
interespecifico seja interessante para a construcdo de mapas em si, ndo o €,
para os programas de melhoramento que se baseiam exclusivamente em

genotipos de G. max (Mansur et al., 1993). O primeiro trabalho de mapeamento
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intra-especifico em G. max foi construido com marcadores RFLP (Lark et al.,
1993).

2.5. Identificagdo de QTL

Muitos caracteres de importancia econbmica estdo sob o controle
genético complexo, envolvendo Varios genes. Esses caracteres sao
denominados poligénicos ou quantitativos. Para a maioria das caracteristicas
guantitativas, poucas informacdes existem sobre o ndamero, a posicéo
cromossOmica, a magnitude do efeito e as interacdes dos locos que controlam
a sua expressao. Esses locos sdo denominados QTL (“Quantitative Trait Loci”).

Segundo Prioul et al. (1997), os pré-requisitos para a deteccédo de QTLs
sao: estabelecer uma populacdo de mapeamento que apresente variabilidade
genética para a caracteristica de interesse; estabelecer grupos de ligacéo
genética para a populacdo, pela analise da taxa de recombinagcdo entre os
marcadores moleculares e determinar valores fenotipicos para a caracteristica
de interesse em cada individuo da populacéo.

A procura dos QTLs realiza-se mediante associacdes entre o0s
marcadores segregantes e os valores fenotipicos das caracteristicas. Se tal
associacao é identificada, significa que existe ligacdo fatorial entre o marcador
e 0 QTL que afeta a caracteristica.

A associacao entre marcadores e QTLs pode ser detectada por meio de
estatisticas simples como qui-quadrado, andlise de variancia, regressao linear,
entre outras. Quando se disp6e de um numero suficientemente grande de
marcadores, ordenados em grupos de ligacdo, o mapeamento de QTLS, assim
como a estimativa de seus efeitos, podem ser realizados por meio do método
de mapeamento por intervalos, proposto por Lander e Botstein (1989).
Ultimamente, vém-se utilizando o método de mapeamento por intervalo
composto (Zeng, 1994), que combina intervalos de mapeamento com fungdes
de regressao multipla. Assim, o teste estatistico formulado considera o efeito
da presenca de um QTL em um intervalo e é analisado independente de um
QTL préximo, presente em outro intervalo. Desse modo, o0 processo seleciona
especificamente QTLs Unicos ligados a marcas especificas, isolando o efeito

deste de outros QTLs que, porventura, estejam proximos.
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CAPITULO 1

ANALISE DA EXPRESSAO DA SINTASE DE ISOFLAVONA E
ACUMULO DE ISOFLAVONAS DURANTE O ENCHIMENTO DO GRAO
DE SOJA

1. INTRODUCAO

As isoflavonas sao metabdlitos secundarios que séo sintetizados pela
via dos fenilpropandides, e sua ocorréncia é limitada a plantas leguminosas.
Como a maioria dos metabdlitos secundarios, as isoflavonas desempenham
funcdes que contribuem para uma melhor adaptacao destas plantas, tais como:
atividade antifingica e antibacteriana, resisténcia a insetos e nematoéides, além
de desempenhar papel no processo de nodulagao.

Atualmente, ha grande interesse pelas isoflavonas, que tém sido
associadas a prevencado e/ou tratamento de diversas doencas crbnicas. Os
efeitos benéficos associados as isoflavonas incluem a atenuacgéo dos sintomas
da menopausa, prevencdo e tratamento da osteoporose, melhora dos niveis de
colesterol do sangue e diminuicédo do risco de certos tipos de cancer e doencas
coronarianas (Setchell, 1998; Messina, 2000).

A soja contém grande quantidade de isoflavonas, sendo a principal fonte
desses compostos na dieta humana. As sementes “in natura” contém os
glicosideos daidzina, genistina, glicitina e suas formas maloniladas 6"-O-
malonildaidzina, 6"-O-malonilgenistina e 6"-O-malonilglicitina. Os 6"-O-
acetilglicosideos e agliconas resultam do processamento da soja e de seus
produtos e podem também resultar do preparo de amostras para analise
(Griffith e Collison, 2001).

Os teores e a composicao de isoflavonas variam de acordo com a parte
morfolégica da semente da soja (cotilédone, hipocdtilo e tegumento) (Kudou et
al., 1991). E, também, em funcdo do gendtipo e das condicbes ambientais
durante o cultivo (Eldridge e Kwolek, 1983; Wang e Murphy, 1994; Carrao-
Panizzi e Kitamura, 1995; Carréo-Panizzi, 1996; Choi et al., 1996; Aussenac et
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al., 1998; Carrdo-Panizzi et al., 1999; Hocck et al., 2000; Lee et al., 2002). Um
dos fatores ambientais que provocam uma reducdo significativa nos teores de
isoflavonas no grao de soja é o cultivo em temperaturas mais altas durante o
enchimento dos grados (Kitamura, et al.,, 1991; Carrdo-Panizzi, 1996 e
Tsukamoto et al., 1995).

A ocorréncia das isoflavonas limitada as leguminosas, aparentemente
esta correlacionada com a atividade da enzima IFS, que redireciona 0s
intermediarios da via dos fenilpropandides, de flavondides para isoflavonas.
Foram identificados dois genes que codificam a IFS em soja. Com o crescente
interesse pelas isoflavonas e com a identificacdo dos genes que codificam essa
enzima chave da via biossintética, alguns autores (Jung et al., 2000; Yu et al.,
2000; Yu et al., 2003) viram a oportunidade de utilizar a engenharia metabdlica
para alterar a sintese de isoflavonas em leguminosas e de promover a sua
sintese em ndo leguminosas. Esta modificacdo podera afetar a resisténcia
destas plantas a doencas e também a qualidade nutricional dos produtos
alimenticios delas derivados.

O conhecimento sobre os fatores que controlam as variacées em torno
do caréater “teor de isoflavonas” €, ainda, incipiente. Estudos sdo necessarios
para determinar de que forma as mudancas ambientais influenciam os teores e
o perfil de isoflavonas no grdo de soja. Um dos mecanismos basicos de
controle poderia ser pela modulacdo da atividade da enzima IFS.

O presente trabalho teve como objetivos analisar a expressdo do gene
que codifica a enzima IFS em soja e avaliar o acumulo de isoflavonas ao longo
do enchimento do grdo na variedade IAC-100 e na linhagem BARC-8,

cultivadas sob dois regimes de temperatura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Genético e Condic¢Bes de Cultivo das Plantas

Para analisar a expressdo do gene que codifica a IFS e o acumulo de
isoflavonas durante o enchimento do grdo de soja, foi utilizada a linhagem
BARC-8, com baixo teor de isoflavonas (Chiari, 2003), desenvolvida pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA-ARS, Beltsville, MD)
(Leffel, 1992) e a variedade comercial IAC-100, desenvolvida pelo Instituto
Agronémico de Campinas, a qual apresenta alto teor de isoflavonas, conforme
descrito por Carrdo-Panizzi e Kitamura (1995).

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vicosa, em vasos contendo trés litros de solo previamente adubado, cultivando-
se duas plantas por vaso. Até o inicio do periodo reprodutivo, elas foram
cultivadas em uma mesma casa de vegetacao e, entdo, transferidas para duas
casas de vegetacdo: uma com sistema de ventilacdo, com temperatura maxima
média de 28 °C e a minima média, de 13 °C. Na outra, com sistema de
aquecimento artificial, as temperaturas médias maxima e minima foram de 33 e
22 °C, respectivamente. As medidas de temperatura, foram feitas diariamente,
por meio de um termdmetro que registra as temperaturas maxima e minima do
dia.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticbes e com arranjo fatorial (2x2x5), tendo como fatores
analisados dois cultivares em dois ambientes de temperatura e cinco estadios
de desenvolvimento da semente, num total de 20 tratamentos. As repeticdes
foram constituidas de duas plantas por vasos.

Durante o desenvolvimento da semente, estas foram coletadas e
agrupadas em quatro estadios de desenvolvimento, os quais foram definidos
com base na massa fresca da semente: 1° -0 a 75 mg; 2° — 76 a 150 mg; 3° -
151 a 225 mg; 4° — 226 a 300 mg. Além dos quatros estadios, coletou-se a
semente madura. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C, para posteriores analises.
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2.2. Extracao de Isoflavonas e Analises por HPLC

O teor de isoflavonas de cada repeticao foi determinado, tomando-se
uma amostra de 25 sementes previamente liofilizadas, que foram moidas e
amostras de 50 mg foram extraidas em 1000 niL de metanol 80%, em
microtubos de 1,5 mL. Para extrair as isoflavonas, os tubos foram agitados, por
duas horas em agitador de tubo Rotator (Scientific Equipment Products) e
mantidos a temperatura de 4°C. ApGs centrifugacédo a 10.144 g por 5 min, sob
refrigeracdo, os extratos foram filtrados em membrana PTFE (0,45 nmm). O
filtrado foi passado por coluna do tipo C18 e 20 ni do eluato foram analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A analise por HPLC foi realizada em cromatégrafo SHIMADZU, série
LC10, coluna Shim-pack CLC-ODS(M) (4,6 x 250 mm, SHIMADZU), mantida a
40 °C. A eluicao foi realizada a um fluxo de 1,0 mL/min, em sistema gradiente
de acetonitrila, utilizando duas solucées: A) acido acético 0,1% em agua Milli-Q
e B) acido acético 0,1% em acetonitrila. O sistema gradiente de elui¢do iniciou
com 17% da solucdo B mantida por 1 min, elevando-se gradativamente para
20% em 11 min, depois para 24% em 11 min, 29% em 23 min, 35% em 2 min,
50% em 6 min. E por fim, elevou-se para 80%, gradativamente, durante 10 min,
para a lavagem da coluna, retornando para 17% em 5 min, totalizando 70 min.
A deteccdo dos compostos foi realizada por meio de detector
espectrofotométrico a 260 nm e a identificacdo, por comparagdo com 0S
tempos de retencao de padrdes apropriados.

A quantificacdo foi realizada pelo método de padronizacdo externa.
Padrdes de daidzeina, genisteina e genistina foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, EUA) e gliciteina, glicitina, daidzina, 6"-O-acetilgenistina, 6”-O-
acetildaidzina, 6”-O-acetilglicitina, 6”-O-malonilgenistina, 6”-O-malonildaidzina,
6"-O-malonilglicitina, da FUJICCO CO., LTD (Téquio, Japao).

Os resultados foram expressos em ng de isoflavona por g de soja, com

base na matéria seca, constituindo a média de duas repeticdes.
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2.3. Extracao de RNA Total

Todas as etapas de extracdo do RNA total foram efetuadas a 4°C e em
condicdes livres de ribonuclease (RNase). O RNA total de sementes de soja foi
extraido e purificado de acordo com procedimento proposto por Sambrook et
al. (1989), porém com algumas adaptacdes ao protocolo original.

Aproximadamente 4 g de sementes, de cada estadio de
desenvolvimento, foram macerados em nitrogénio liquido e transferidos para
tubos Falcon de 50 mL. A cada amostra foram adicionados 18 mL de tampéao
NTES (NaCl 1M; Tris-HCI 0,01M, pH 7,5; EDTA 1mM e SDS 1%), 6 mL de
fenol e 6 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apds agitacao por 15 min
em agitador mecanico do tipo vértex, as amostras foram centrifugadas a 12.000
g por 10 min. A fase superior (contendo os acidos nucléicos e pouca proteina)
foi transferida para outro tubo. Para a purificacdo do RNA total, este foi
precipitado pela adicdo de 1/10 do volume da fase aquosa de acetato de sédio
(NaAc) 2M e dois volumes de etanol. A mistura foi homogeneizada e incubada
a -20°C por 1 hora. Apoés centrifugacédo a 12.000 g, por 15 min, o precipitado
foi lavado em etanol 70%, ressuspenso em 2,5 mL de agua DEPC (agua
tratada com dietilpirocarbonato) e novamente centrifugado a 7.500 g, por 5 min.
Ao sobrenadante foram adicionados 2,5 mL de solucéo de LiCl 4 M. A mistura
foi incubada a —20°C por 4 - 6 horas e posteriormente centrifugada a 12.000 g
por 30 min, e o precipitado, ressuspenso em 1,8 mL de agua DEPC,
adicionados de 0,2 mL de NaAc 2M e 3,6 mL de etanol. ApGs incubacéo a —
20°C, por 4 — 6 horas e centrifugacdo a 12.000 g por 10 min, o precipitado
contendo o RNA foi seco e ressuspenso em 600 nL de agua DEPC e
armazenado a -80°C até o seu uso.

A integridade do RNA total isolado foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, contendo 0,1 mg/mL de brometo de etideo. A presenca de
duas bandas bem distintas indica a preservacado dos RNA ribossémicos 18S e
28S, forte indicio que ndo ha degradacédo apreciavel das amostras de RNA.

A quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotbmetro a 260 nm. Os
valores confiaveis de absorbéncias a 260 nm devem ser acima de 0,1 e a

relacdo A260/A280 ideal deve estar entre 1,8 e 2,0, indicando que ndo ha
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contaminacao significativa por proteinas, guanidina ou fenol residual, que
podem inibir a transcricdo reversa do RNA. A concentracdo de RNA foi
estimada pela formula: [RNA]ng/mL= (A260**40)/1000, na qual f é o fator de
diluicdo (Sambrook et al., 1989).

2.4. Sintese da Primeira Fita de cDNA

A fita de cDNA inicial foi sintetizada pela enzima transcriptase reversa, a
partir de RNA total, utilizando-se o kit Super Script™ Preamplification System
for First Strand cDNA Synthesis, da Gibco Life Technologies, que se baseia no
protocolo de Sokolov e Prockop (1994). O método de iniciacdo da primeira fita
de cDNA empregado foi o que utiliza o primer oligo-dT12-18, que pareia a
cauda poli A+, presente na maioria dos mMRNAs eucarioticos.

A transcricdo reversa do mRNA poli-A+ foi realizada em reacdes de 20
L, contendo: 5 ng de RNA total tratado com a enzima RQI DNase | (Promega);
0,5 ng de primers oligo-dT12-18; deoxinucleosideos trifosfatados (500 nM de
cada); MgCl, 2,5 mM,; ditiotreitol (DTT) 5 niM; e 200 unidades de transcriptase
reversa. Inicialmente, o primer e o RNA total sofreram uma desnaturacao a
70°C por 10 min. Em seguida, foram acrescentados os demais componentes
da reacado, que foi mantida a 42°C por 50 min, para ocorrer a transcricao
reversa, e depois a 70°C por 15 min, para a inativagcado da enzima. Finalmente,
apos adicao de quatro unidades de Ribonuclease H, que degrada a fita de
MRNA do hibrido cDNA:mRNA, as amostras foram incubadas a 37°C por 30

min e armazenadas a -20°C até o momento do seu uso.

2.5. Construcéo dos Primers Especificos

Primers especificos foram construidos a partir da sequéncia de DNA
gendmico depositada no GenBank (No. de acesso AF195819), que codifica a
IFS 2 de soja (Jung et al., 2000). Para isso, foi utilizado o programa Primer3
Input Program, que estd disponivel no endereco eletrbnico: http://www-
genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primers3.htmL (Rozen e Skaletsky,
1998).
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Os primers foram desenhados de tal forma a flanquear o Unico intron
presente no gene, de modo que a amplificacdo a partir do DNA gendmico
fornecesse um fragmento maior do que aquele obtido a partir da amplificacao
do cDNA.

2.6. Amplificacao e Separacao dos Fragmentos RT-PCR

A primeira fita de cDNA foi amplificada em uma mistura de reacao de 25
nL contendo: 2 nL da solucdo de cDNA obtido a partir da transcricdo reversa
com primer oligo-dT; 1 unidade de Taq DNA polimerase; dNTP 200 nM de
cada; MgCl, 1,5 nM; e 7,5 pmoles de cada um dos primers especificos. As
reagOes de PCR foram realizadas em termociclador PE Applied Biosystems,
modelo 9600. As condi¢cbes de amplificacdo foram: um passo de 94 °C por 3
min; 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; e um passo
final a 72 °C por 7 min.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5%,
em tampao TBE 1X (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM), corados com brometo
de etideo na concentracdo de 0,2 pg/mL e fotodocumentados sob luz

ultravioleta, pelo sistema de Eagle Eye Il (Stratagene).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Acumulo de Isoflavonas Durante o Enchimento do Grao de Soja

Foram detectadas seis formas de isoflavonas ao longo do enchimento do
grao de soja (daidzina, genistina, glicitina, malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina), tanto para a variedade comercial IAC-100 como para a
linhagem BARC-8 cultivadas nas duas faixas de temperatura testadas. Os
resultados mostrados nos Quadros 1 e 2 indicam o desenvolvimento da
semente de soja da variedade IAC-100 e da linhagem BARC-8, bem como a
sintese das diferentes formas de isoflavona. Um indicador da idade
cronoldgica, dias ap6s florescimento (DAF), esta incluido nas tabelas. Para
estimar tal parametro, foram observadas e anotadas as datas do inicio do
florescimento e da coleta das sementes a cada estadio de desenvolvimento.

Além das seis formas de isoflavonas citadas acima, foram detectados
tracos das formas agliconas: daidzeina, genisteina e gliciteina. Kudou et al.
(1991) e Tsukamoto et al. (1995) também verificaram o acumulo das mesmas
seis isoflavonas aqui encontradas ao longo do enchimento do grao de soja. No
entanto, Wang e Murphy (1994) e Hocck et al. (2000) encontraram, além
dessas formas, niveis mensuraveis das agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina) e das formas acetilglicosiladas (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina).

Segundo Graham (1991), na semente de soja, as isoflavonas sé&o
armazenadas no vacuolo na forma de glicosil e malonil-glicosil conjugados. De
acordo, com Griffith et al. (2001), as formas agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina) e acetilglicosiladas (acetildaidzina, acetilgenistina e acetilglicitina)
resultam do processamento da soja e produtos da soja ou do preparo de

amostras para andlise.
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Quadro 1 — Teores de daidzina (DAID), genistina (GEN), glicitina (GLI), malonildaidzina (MDAID), malonilgenistina (MGEN),

malonilglicitina (MGLI) e isoflavonas totais (ISOF) ao longo de cinco estadios de desenvolvimento (ED) das sementes
da variedade de soja IAC-100, cultivadas sob dois regimes de temperaturas.

ED MF DAF DAID GEN GLI MDAID MGEN MGLI ISOF
33 e 22 °C (dia/noite)
1 0-75 39 3,48 5,54 65,15 51,79 20,13 23,49 169,59
2 76 — 150 a7 18,14 22,03 53,45 235,75 116,68 105,48 551,55
3 151 — 225 51 23,06 20,69 85,38 267,94 193,96 153,20 744,26
4 226 — 300 58 54,64 68,61 100,71 400,40 543,35 272,66  1440,38
5 Semente madura 78 148,78 161,06 169,89 966,23 1503,03 308,80 3257,81
28 e 13 °C (dia/noite)
1 0-75 42 5,89 9,86 80,49 71,83 25,09 15,69 208,87
2 76 — 150 a7 43,85 24,97 59,89 337,44 123,69 51,32 641,18
3 151 — 225 52 66,54 39,29 98,82 528,32 281,68 203,15 1217,82
4 226 — 300 58 109,29 83,97 116,97 752,37 866,67 314,99  2244,28
5 Semente madura 78 225,82 327,23 161,23 1885,64 3564,1 389,75 6553,83

*Os resultados do teor de isoflavonas constituem a média de trés repeticdes, expressos em ny/g de semente de soja.
MF — massa fresca em mg
DAF — dias ap6s o florescimento.
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Quadro 2 — Teores de daidzina (DAID), genistina (GEN), glicitina (GLI), malonildaidzina (MDAID), malonilgenistina (MGEN),
malonilglicitina (MGLI) e isoflavonas totais (ISOF) ao longo de cinco estadios de desenvolvimento (ED) das sementes
da linhagem de soja BARC-8, cultivadas sob dois regimes de temperaturas.

ED MF DAF DAID GEN GLI MDAID MGEN MGLI ISOF
33 e 22 °C (dia/noite)
1 0-75 38 0 0 53,72 0 22,73 0 76,45
2 76 — 150 42 0 0 39,69 56,13 43,32 66,02 205,15
3 151 — 225 49 4,51 7,18 34,56 42,17 64,04 118,03 270,51
4 226 — 300 53 4,25 8,50 33,32 45,18 122,18 124,58 338,03
5 Semente madura 78 12,50 38,42 58,11 118,79 371,90 197,79 797,53
28 e 13 °C (dia/noite)
1 0-75 40 7,59 10,72 68,35 71,34 41,70 19,46 219,18
2 76 — 150 45 29,38 20,34 40,29 224,86 130,11 72,78 517,79
3 151 — 225 51 22,93 18,99 71,26 237,20 175,27 131,55 657,22
4 226 — 300 57 27,74 35,57 88,86 262,83 445,35 276,62 1137,00
5 Semente madura 78 43,35 71,44 144,58 478,62 1144,26 454,37 2336,66

*Os resultados do teor de isoflavonas constituem a média de trés repeticfes, expressos em ng/g de semente de soja.

MF — massa fresca em mg

DAF — dias apos o florescimento.
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Em ambas as condi¢cbes de cultivo, a variedade comercial IAC-100 e a
linhagem BARC-8 apresentaram teores de isoflavonas crescentes até o 5°
estadio de desenvolvimento (semente madura). Verificou-se que do 4° para o
5° estadio houve um aumento superior a 100% no teor de isoflavonas para
ambos os cultivares. Dados de massa seca, mostraram que no 4° estadio ja
havia um acumulo superior a 90% tanto em IAC-100 como em BARC-8 (dados
ndo mostrados). Portanto, ndo ha uma relacao do acimulo de massa seca e de
isoflavonas. Os dados indicam que a sintese de isoflavonas continua apds o
periodo de acumulo de massa seca ho grao.

Os resultados das andlises de variancia, por meio dos quais podem ser
observados os efeitos da temperatura, genoétipo e estadio de desenvolvimento
da semente e suas interacdes sobre a composicao de isoflavonas de soja, sao
mostrados no Quadro 3. Observou-se que houve variacao significativa para
teor de isoflavonas em funcdo do gendtipo, da temperatura e dos estadios de
desenvolvimento. A andlise de variancia também indica ter havido interacéo
entre os trés fatores analisados, exceto para a caracteristica malonildaidzina
que nao diferiu de forma significativa na interacdo gendtipo x temperatura e
genaotipo x temperatura x estadio de desenvolvimento.

Os resultados das analises das médias pelo teste de Tukey (a 5% de
probabilidade), da interacdo genadtipo x temperatura para as caracteristicas que
foram significativas pela analise de variancia, mostram que IAC-100 e BARC-8
diferem de forma significativa tanto na temperatura de cultivo a 33/22, como a
28/13 °C (dia/noite), exceto para malonilglicitina na temperatura mais baixa, na
qual os dois gendtipos nao diferiram entre si (dados ndo mostrados). Enquanto
que para a analise da interacdo temperatura X genotipo, observou-se que a
caracteristica glicitina ndo diferiu de forma significativa no genétipo IAC-100
cultivado nas temperaturas de 33/22 e 28/13 °C (dia/noite), ou seja, essa
caracteristica nao foi influenciada pela temperatura nesse genétipo. As demais
caracteristicas foram contrastantes de forma significativa tanto em IAC-100
como em BARC-8 (dados ndo mostrados), ou seja, o teor de todas as outras

isoflavonas foi influenciado pela temperatura contrastante nos dois genotipos.
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Quadro 3 — Valores dos quadrados médios (QM), médias e coeficiente de variacdo experimental (CV %), obtidos das analises de
variancia do delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se a variedade IAC-100 e a linhagem Barc-8, com
relacdo aos teores de daidzina (DAID), genistina (GEN), glicitina (GLI), malonildaidzina (MDAID), malonilgenistina
(MGEN), malonilglicitina (MGLI) e isoflavonas totais (ISOF).

Quadrados Médios

FV GL
DAID GEN GLI MDAID MGEN MGLI ISOF
G 1 45096,96 45709,92" 19359,19" 1632267 4276332 21469,08° 16462100
T 1 14726,17 14455,66 8409,64" 1661273 1474059 46816,78° 9318801
ED 4 18903,77 41104,15 12313,37 1765678 4204512 202765,8° 17893340
G*T 1 1283,41° 1637,26" 3426,29° 65,81" 504214 17144,11°  346668,3"
G*ED 4 11989,15" 17983,47 1427,88 239629,3 2467944 3833,42° 5403982
T*ED 4 968,68 4481,63 648,86 435519 572963,8° 17939,16° 2711061
G*T*ED 4 380,10 3013,79° 1237,45 5797,07™ 603808,6° 4849,09" 504876,2°
Residuo 40 80,73 156,79 145,13 3260,01 9130,40 551,60 29509,44
Média 42,57 48,72 81,23 384,83 456,87 165,03 1179,28
CV(%) 21,10 25,70 14,83 14,84 20,91 14,23 14,57

" Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"> N&o significativo.
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Sdo apresentadas, no Quadro 4, as médias da interacdo gendtipo X
estadio de desenvolvimento do grdo de soja, para as diferentes formas de
isoflavonas. Os resultados mostram que a partir do segundo estadio de
desenvolvimento ja ocorre um acumulo diferenciado, de forma significativa,
para a maioria das isoflavonas entre os dois genétipos. O acumulo de genistina
e malonilglicitina sé diferiu de forma significativa a partir do terceiro estadio,
engquanto, malonilgenistina s6 a partir do quarto estadio. Kudou et al. (1991)

verificaram que genistina e malonilgenistina acumulam muito mais no final do

periodo de enchimento do grdo de soja,

malonildaidzina acumulam

desenvolvimento do gréo.

Quadro 4 — Valores das médias da

com

uma

taxa constante ao

enquanto que daidzina e

longo do

interacdo gendtipo x estadio de

desenvolvimento (ED) da semente de soja, obtidas para os teores
de daidzina (DAID), genistina (GEN), glicitina (GLI), malonildaidzina

(MDAID), malonilgenistina (MGEN), malonilglicitina (MGLI) e
isoflavonas totais (ISOF).
ED1 ED 2 ED 3 ED 4 ED 5
DAID IAC-100 4,88A 31,00A |44,00A |81,97A 187,30A
BARC-8 3,80A 14,69B |13,56B |15,83B 27,93B
GEN IAC-100 7,67A 23,50A |29,99A |76,29A 244,15A
BARC-8 5,36A 10,27A |13,09B |22,04B 54,93B
GLI IAC-100 72,82A |56,68A |92,10A |[108,84A |165,57A
BARC-8 61,03A |[39,99B |52,91B |[61,09B 101,35B
MDAID IAC-100 61,82A |286,60A |398,14A |576,39A |1425,94A
BARC-8 20,85A |93,12B |108,72B |245,27B |631,53B
MGEN IAC-100 22,61A |120,19A |237,83A |705,01A |2533,58A
BARC-8 47,04A 134,09A |150,62A |192,51B |425,27B
MGL IAC-100 20,08A |78,40A |178,18A [293,83A |349,28A
BARC-8 9,73A 69,40A |124,80B |200,60B |326,09A
ISOF IAC-100 189,88A [596,37A |981,05A |1842,33A |4905,82A
BARC-8 147,82A |361,47B |463,70B |737,34B |1567,1B

Médias na coluna seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey (P £ 0,05).
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Séao apresentadas, no Quadro 5, as médias da interacdo temperatura x
estadio de desenvolvimento do grdo de soja, para as diferentes formas de
isoflavonas. Os resultados mostram que a partir do segundo estadio de
desenvolvimento ja ocorre um acumulo diferenciado, de forma significativa,
para daidzina, malonildaidzina e isoflavonas totais entre os dois regimes de
temperatura analisado. O acumulo de genistina, malonilgenistina, glicitina e

malonilglicitina sé diferiu de forma significativa a partir do terceiro estadio.

Quadro 5 — Valores das médias da interacdo temperatura x estadio de
desenvolvimento (ED) da semente de soja, obtidas para os teores
de daidzina (DAID), genistina (GEN), glicitina (GLI), malonildaidzina

(MDAID), malonilgenistina (MGEN), malonilglicitina (MGLI) e
isoflavonas totais (ISOF).
ED 1 ED 2 ED 3 ED 4 ED 5
DAID 28/13 °C 6,74A 36,62A 44 74A 68,52A 134,59A
33/22 °C 1,93A 9,07B 13,62B 29,28B 80,64B
GEN 28/13 °C 10,29A 22,66A 29,14A 59,77A 199,34A
33/22 °C 2,74A 11,02A 13,94B 38,56B 99,74B
GLI 28/13 °C 74,42A 50,10A 85,04A 102,92A |152,91A
33/22 °C 59,43B 46,57A 59,97B 67,02B 114,00B
MDAID 28/13°C 56,77A |233,78A |351,80A |598,87A |1514,96A
33/22 °C 25,9A 145,94B |155,06B |222,79B |542,52B
MGEN 28/13 °C 48,22A 174,28A |259,44A |564,76A |2021,38A
33/22 °C 21,43A 80,00A 129,01B |332,77B |937,47B
MGLI 28/13 °C 17,58A 62,05A 167,32A | 295,81A [422,07A
33/22°C 12,23A |85,75A [135,62B |198,62B |253,30B
ISOF 28/13 °C 214,03A |579,49A |937,53A |1690,64A |4445,25A
33/22 °C 123,67A |378,36B |507,22B |889,03B |2027,67B

Médias na coluna seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey (P £ 0,05).

Dados da literatura mostram que 0s teores e a composicdo de
isoflavonas séo influenciados pelo genédtipo e pelas condicbes ambientais

durante o cultivo (Eldridge e Kwolek, 1983; Wang e Murphy, 1994; Carrao-
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Panizzi e Kitamura, 1995; Carrdo-Panizzi, 1996; Choi et al., 1996; Aussenac et
al., 1998; Carrdo-Panizzi et al., 1999; Hocck et al., 2000; Lee et al., 2002). Foi
observado por Tsukamoto et al. (1995), em variedades de soja crescidas a
temperaturas mais altas, reducéo dos teores de isoflavonas de 14 a 16 vezes
na semente. Essa diferenca tdo pronunciada deve ter sido decorrente do
regime de temperatura mais contrastante utilizado, que foi de 38/28 e 25/10 °C
(dia/noite). Apesar de estar estabelecido que a temperatura influencia os teores
de isoflavonas em sementes de soja, hdo ha dados que expliquem como ocorre

essa influéncia em torno do carater.

3.2. Expresséao do Gene que Codifica a IFS Durante o Enchimento do Grao

de Soja

ApGs verificar que ocorreu aumento no teor de isoflavonas ao longo do
enchimento do grao de soja, e também que a temperatura influencia o acamulo
destes compostos, tornou-se importante saber o padrao de expresséo do gene
que codifica a enzima chave para sintese de isoflavonas. Uma vez que a
expressdo da maioria dos genes é controlada em nivel transcricional, foi
avaliada a cinética de acumulo do RNA de IFS pela técnica de RT-PCR.

O par de primers desenhado com base na sequiéncia do gene da IFS2,
disponivel no GenBank, foi testado com DNA genbmico e os dois genes da IFS
de soja foram amplificados, gerando dois fragmentos (Figura 1). O fragmento
correspondente ao gene da IFS2 tem tamanho de 842 pb, e da IFS1 de 925 pb.
A diferenca do fragmento amplificado é devido a presenca de introns de
tamanhos diferentes nestes dois genes.

A técnica de RT-PCR foi realizada utilizando o par de primers
desenhado que amplifica uma regido presente nos dois genes que codificam a
IFS. O fragmento gerado foi do tamanho esperado, de 707 pb, demonstrando a
eficiéncia dos primers construidos e das condicbes empregadas para
amplificacdo dos cDNAs. Entretanto, ndo foi possivel diferenciar os fragmentos
referentes a cada gene de IFS, porqgue ambos possuiam o mesmo tamanho,
devido ao processamento do RNA e a retirada dos introns.

A cinética de acumulo dos transcritos da IFS, por RT-PCR, ao longo do
enchimento do gréo da variedade IAC-100 (Figura 1 A) e da linhagem BARC-8
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(Figura 1 B) crescidas nas temperaturas de 33/22 e 28/13 °C (dia/noite), mostra
gue nao houve diferenca no padrédo de expressao génica da IFS em funcéo do
estddio de desenvolvimento do grdo, nem da temperatura ao longo do
enchimento. Portanto, ndo ha uma relacao entre o acumulo de isoflavonas e a

quantidade de transcritos para IFS durante o enchimento do gréo.

A
IAC-100
IFS AC
123471 234G M12341 2 334G
E -
e
707—»—-—-—---_—=
---------
B
BARC-8
IES AC
123 41234GM12341 234CGG

b

—
-

Figura 1 — Amplificacdo do cDNA da sintase de isoflavona (IFS) e actina (AC)
pela técnica de RT-PCR. Em ambas as figuras, os nimeros de 1 a 4
correspondem ao cDNA dos estadios de desenvolvimento das
sementes de soja cultivadas em alta temperatura (33/22 °C -
dia/noite); e de 1’ a 4’, cultivadas em baixa temperatura (28/13 °C -
dia/noite), tanto para a variedade IAC-100 como para a linhagem
BARC-8. G — amplificacdo a partir do DNA genbmico; M -
corresponde ao marcador de tamanho molecular (DNA de | clivado
com EcoR I, Hind Ill e BamH ).
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Apesar da técnica de RT-PCR ter alta sensibilidade, que permite a
deteccdo de cDNAs correspondentes a mRNAs com baixo numero de coépias,
ela é tida como uma técnica qualitativa. O gene de actina tem expressao
constitutiva e foi utilizado como um controle interno (Figura 1) As quantidades
de RNA total utilizadas estavam padronizadas, uma vez que néo se detecta
diferencas nas intensidades das bandas correspondentes ao gene de actina.
Entretanto, sera necessario fazer uma analise quantitativa, para poder inferir
como se comporta a expressao da IFS ao longo do enchimento do gréo e se
ocorre influéncia da temperatura.

Dados da literatura mostram a forte influéncia que a temperatura tem
sobre os niveis de isoflavonas, contudo, ndo ha nenhum relato de como se
comporta a enzima IFS quando as plantas sé&o cultivadas em diferentes
regimes de temperatura. O contetdo das isoflavonas também é aumentado em
decorréncia de estresses bibticos causados por microrganismos. Os autores
Steele et al. (1999), trabalhando com suspensdo de células de alfafa,
submetidas a tratamento com elicitores, tiveram um aumento pronunciado no
namero de transcritos do gene da sintase de isoflavona presente nesta
leguminosa. Foi verificado também em plantas de alfafa superexpressando a
enzima isoflavona O-metiltransferase, que converte daidzeina em 7-O-metil
daidzeina (fitoalexina), aumento dos transcritos da IFS, quando estas foram
infectadas com patdgeno, e também no controle quando infectado, porém em
menor intensidade (He e Dixon, 2000).

Apesar da soja ser a leguminosa que apresenta as maiores quantidades
de isoflavonas, praticamente ndo ha dados relacionando o controle da
expressdo dos genes da IFS com os diferentes fatores que influenciam no teor
de isoflavonas. Apenas os autores Yu et al. (2003) verificaram que sementes
de soja expressando fatores de transcricao provenientes de milho, aumentaram
os teores de isoflavonas nestas sementes, entretanto, os niveis dos transcritos
dos genes da IFS foram similares no controle, bem como a quantidade da
proteina. Os autores sugerem que, em decorréncia do aumento na expressao
de outros genes da via dos fenilpropanoides, houve aumento no fluxo de
intermediarios na via, refletindo no acumulo dos substratos naringenina e

liquiritigenina, e incremento na sintese de isoflavonas.
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4. CONCLUSOES

Foram detectadas seis formas de isoflavonas ao longo do enchimento do
grao de soja (daidzina, genistina, glicitina, malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina), tanto para a variedade comercial IAC-100 como para a
linhagem BARC-8 cultivadas nos dois regimes de temperatura adotados.

Os dados obtidos ndo mostram uma relacédo entre o acumulo de massa
seca e de isoflavonas. Os dados indicam que a sintese de isoflavonas continua
apos o periodo de acumulo de massa seca ho grao.

Os teores das isoflavonas avaliadas variaram em fun¢céo do gendétipo, da
temperatura e dos estddios de desenvolvimento, e também em funcdo da
interacdo entre os trés fatores analisados, exceto para a caracteristica
malonildaidzina, que nao diferiu de forma significativa na interacdo genotipo x
temperatura.

A baixa temperatura provocou aumento no teor de todas as isoflavonas
analisadas e este aumento, ao longo do enchimento do grdo, ocorreu tanto
para a variedade IAC-100 como para a linhagem BARC-8. A Unica excecéao foi
a glicitina, cujo acumulo néo foi influenciado pela temperatura na variedade
IAC-100.

Os teores das isoflavonas avaliadas, exceto malonilglicitina, diferiram
entre os dois genotipos cultivados nas duas faixas de temperatura.

N&o foi observada relacdo entre o acumulo de isoflavonas e a
quantidade de transcritos para IFS durante o enchimento do gréo. Isso indica
que a regulacdo desse gene ndo ocorre em nivel transcricional. Estudos
posteriores deverdo ser conduzidos, visando fazer uma andlise quantitativa,
para poder inferir, de um modo mais preciso, como ocorre a expressao da IFS

ao longo do enchimento do gréao e se ocorre influéncia da temperatura.
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CAPITULO 2

MAPEAMENTO DE LOCOS QUE CONTROLAM O CONTEUDO DE
ISOFLAVONAS EM SOJA

1. INTRODUCAO

A cultura da soja, nos ultimos anos, vem crescendo em varios paises,
principalmente em regifes de clima tropical e subtropical, como é o caso do
Brasil. Essa expansdo se deve, principalmente, ao desenvolvimento de
variedades melhoradas, adaptadas ao cultivo em variadas condi¢cbes de
plantio. E uma cultura de grande interesse mundial devido & excelente
combinacdo que apresenta entre produtividade, normalmente acima de duas
toneladas por hectare, e teores de proteina e 6leo no grdo, em torno de 40% e
20%, respectivamente. Essa combinacao contribuiu para a formacdo de um
vasto complexo agro-industrial destinado ao processamento dos produtos
derivados da soja.

Atualmente a soja vem tendo destaque também por possuir diversos
componentes biologicamente ativos, estando entre os alimentos funcionais
mais estudados. Dentre estes compostos destacam-se as isoflavonas que séo
referidas como fitoestrogenos, pois parecem ter efeitos moduladores dos
receptores estrogénicos. Os efeitos benéficos associados ao consumo de
isoflavonas incluem a atenuacéo dos sintomas da menopausa (Kurzer, 2000),
prevencao e tratamento da osteoporose (Erdman e Potter, 1997), melhora dos
niveis de colesterol do sangue (Nilausen e Meinertz, 1999) e diminuicdo do
risco de certos tipos de cancer (Barnes et al., 1999) e de doencas
cardiovasculares (Tikkanen et al., 1998).

A soja é uma fonte rica e quase Unica de isoflavonas na dieta humana.
Os teores de isoflavonas, nas sementes de soja, apresentam grande
variabilidade devido a fatores genéticos e ambientais, tais como temperatura,
local e ano de plantio. As isoflavonas mais conhecidas e estudadas até agora

sdo: genistina, daidzina, glicitina, genisteina, daidzeina, gliciteina, 6"-O-
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acetilgenistina, 6”’-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilglicitina, 6"-O-malonilgenistina,
6”-O-malonildaidzina e 6”-O-malonilglicitina (Wang e Murphy, 1994).

Os programas de melhoramento genético da soja tém dado maior énfase
a produtividade, resisténcia a doencas e adaptabilidade. Os programas que
visam ao desenvolvimento de cultivares de melhor qualidade nutricional tém se
concentrado no aumento do teor de proteinas, na alteracdo da composicao da
fracdo 6leo e na diminuigcdo de fatores antinutricionais das sementes. O teor de
isoflavonas ndo tem merecido grande atencao por parte dos melhoristas até o
presente, uma vez que as informacdes sobre esta caracteristica sao raras e
pouco conclusivas.

Os avancos das técnicas de biologia molecular tém permitido a
identificacdo de marcadores genéticos que sdo fundamentais para o
monitoramento dos fatores genéticos que determinam um carater, o qual
muitas vezes é avaliado por processos analiticos onerosos e demorados.
Marcadores genéticos ligados a genes que controlam o teor de isoflavonas
podem ser usados para selecéo indireta de alelos favoraveis, de forma mais
eficiente que a selecédo fenotipica direta, que utiliza a anélise por HPLC, uma
técnica demorada e trabalhosa.

A selecdo de caracteristicas agronémicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um grupo de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo, esse
marcador pode ser utilizado para selecionar a caracteristica de interesse em
um programa de melhoramento. Segundo Hayward et al. (1994), o método
mais eficaz de determinar esse tipo de associacdo envolve a construcdo de
mapas genéticos detalhados, nos quais podem ser localizadas regides
contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTLS).

Com o proposito de identificar marcadores que estédo ligados a locos que
controlam a variacdo do teor das isoflavonas agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina), Meksem et al. (2001) avaliaram 100 linhagens recombinantes
endogamicas (RIL) do cruzamento entre duas variedades que contrastavam
para o conteldo dessas isoflavonas . Encontraram quatro regiées gendémicas
que contém QTLs para teor de isoflavonas em sementes de soja, sendo dois
QTLs para daidzeina e dois QTLs para gliciteina.
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A caracteristica “teor de isoflavonas” ainda € pouco entendida do ponto
de vista genético. Por esse motivo o presente trabalho teve como objetivos,
mapear e identificar marcadores do tipo microssatélites e RAPD ligados a QTLs
associados a determinacdo do conteddo de isoflavonas em sementes de soja.
Foi utilizada uma progénie F, obtida do cruzamento entre dois progenitores

contrastantes para o teor de isoflavonas, IAC-100 e BARC-8.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Genético e Cruzamentos

Foi utilizado uma populacdo de 93 plantas F,, obtida do cruzamento
entre dois progenitores contrastantes para teor de isoflavonas e proteinas. A
linhagem BARC-8, com baixo teor de isoflavonas (Chiari, 2003) e elevado teor
protéico, desenvolvida pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA-ARS, Beltsville, MD) (Leffel, 1992) foi cruzada com a variedade
comercial IAC-100, desenvolvida pelo Instituto Agrondmico de Campinas, a
qual apresenta alto teor de isoflavonas, conforme descrito por Carrédo-Panizzi e
Kitamura (1995) e teor normal de proteinas. Este cultivar foi usado como
progenitor feminino.

As plantas F, foram cultivadas em casa de vegetacdo do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vigosa, em dezembro de 2000, em vasos contendo trés litros de solo
previamente adubado, cultivando-se duas plantas por vaso.

Em decorréncia da influéncia do progenitor materno, tanto devido ao
efeito materno quanto ao efeito citoplasmatico, nos teores das isoflavonas
(Chiari, 2003), torna-se ineficiente a selegdo em sementes F,. Uma medida das
médias das plantas F, seria 0 mais indicado para fazer tal estimativa (Singh e
Hadley, 1972). Portanto, em dezembro de 2001, as sementes F, foram
plantadas para a obtencdo das sementes F3, juntamente com os progenitores
BARC-8 e IAC-100.

2.2. Extracao e Quantificacao das Isoflavonas de Sementes de Soja

De cada planta F, tomou-se uma amostra de vinte sementes que foram
moidas e sub-amostras de 500 mg foram utilizadas para extragcdo em 10 mL de
metanol 80% em tubos de centrifuga com tampa. Os tubos foram mantidos por
1h no gelo, com agitacdo a cada 15 min em agitador mecéanico do tipo vortex.
Apés centrifugacédo a 10.144 g por 5 min, sob refrigeracdo, os extratos foram
filtrados em membrana PTFE (0,45 nm) e 20 niL do filtrado foram analisados

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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A andlise foi realizada em cromatégrafo SHIMADZU, série LC10, coluna
Shim-pack CLC-ODS(M) (4,6 x 250 mm, SHIMADZU), mantida a 40°C. A
eluicdo foi realizada a um fluxo de 1,0 mL/min, em sistema gradiente de
acetonitrila, utilizando duas solu¢des: A) acido acético 0,1% em agua Milli-Q e
B) acido acético 0,1% em acetonitrila. O sistema gradiente de eluicdo iniciou
com 15% da solucdo B mantida por 1 min, elevando-se gradativamente para
24% em 23 min, depois para 29% em 16 min, 35% em 4 min e 65% em 20 min,
manteve-se assim por 1 min. E por fim, elevou-se para 80%, gradativamente,
durante 5 min, para a lavagem da coluna, retornando para 15% em 10 min,
totalizando 80 min. A deteccdo dos compostos foi realizada por meio de
detector espectrofotométrico a 260 nm e a identificagdo, por comparagdo com
os tempos de retencéo dos padroes.

A gquantificacéo foi realizada pelo método de padronizacdo externa. Os
padrées de daidzeina, genisteina e genistina foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, EUA) e os de gliciteina, glicitina, daidzina, 6"-O-acetilgenistina,
6"-O-acetildaidzina, 6"-O-acetilglicitina, 6"-O-malonilgenistina, 6"-O-
malonildaidzina, 6”-O-malonilglicitina, da FUJICCO CO. LTD (Toquio, Japéo).

Os resultados foram expressos em ng de isoflavona por g de soja, com

base na matéria seca, constituindo a média de duas repeticdes.

2.3. Anédlise do Teor de Proteina

Das mesmas amostras de vinte sementes utilizadas para quantificar os
teores das isoflavonas, foram retiradas sub-amostras de 300 mg para a
determinacado do teor de proteina das 93 plantas F; e de sete plantas de cada
progenitor (IAC-100 e BARC-8).

A determinacdo de proteinas foi efetuada segundo o método Kjeldahl
(AOAC, 1975), com modificacdes. Na fase de digestdo, apds obtencdo do
material aparentemente digerido, adicionou-se peréxido de hidrogénio 30% e a
mistura foi aquecida por mais 30 min. Na fase de destilacdo, a amonia liberada
foi recolhida em solucdo de acido bdérico 4%. Obteve-se o teor de nitrogénio
pela titulacdo da aménia com &cido cloridrico 0,05%. A partir do teor de
nitrogénio, foi calculada a porcentagem de proteinas totais da amostra,
empregando-se o fator de 6,25.
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Os resultados dos teores de proteina foram expressos em porcentagem,

com base na matéria fresca, constituindo a média de duas repeticoes.

2.4. Extracao de DNA

Das mesmas amostras de vinte sementes utilizadas para quantificar os
teores das isoflavonas e proteina, foram retiradas sub-amostras de 50 mg para
a extracdo do DNA das 93 plantas F, e de cada progenitor (IAC-100 e BARC-
8). A extracdo do DNA foi feita com base no protocolo descrito por McDonald
et al. (1994), com algumas modificacbes. As amostras foram extraidas em
microtubos de 1,5 mL contendo 1000 pL de tampdao de extracao, constituido de
Tris-HCI 0,2 M (pH 8,0), NaCl 0,28 M, EDTA 25 mM (pH 8,0) e SDS 10%. As
amostras foram, entéo, agitadas por 1 min em agitador mecanico do tipo vortex
e, em seguida, centrifugadas por 10 min por 14.000 rpm em microcentrifuga
Eppendorf modelo 5415. Os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos, sendo a eles acrescentados 10 pL de proteinase K 10mg/mL e 10 pL de
CaCl, 1 mM. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-maria a 55 °C
por 30 min. Foram, entdo, adicionados as amostras 900 pL de isopropanol e
deixadas em repouso por 2 min. Apbés este tempo, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 14.000 rpm na mesma centrifuga utilizada
anteriormente. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram
secos por 15 min a temperatura ambiente e ressuspendidos em TE (Tris-HCI
10mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), seguindo-se um tratamento com RNAse A, na
concentracao final de 60 pg/mL a 37 °C, por 90 min. O DNA foi recuperado por
precipitacdo, mediante a adicdo de 900 puL de isopropanol, seguido de
centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm. Apds secagem do precipitado, a
temperatura ambiente, o DNA foi ressuspendido em 300 nL de TE. A
concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura da
absorbancia em 260 nm, sendo cada unidade de absorbéancia correspondente
a 50 pg/mL de DNA fita dupla (Sambrook et al., 1989).

41



2.5. Amplificacdo e Andlise do DNA pela Técnica de Microssatélites

As reacbes de amplificacdo de microssatélites foram feitas em um
volume total de 15 pL, contendo 12,5 uM de Tris-HCI (pH 8,3), 62,5 uM de KClI,
2,5 mM de MgCl,, 125 uM de cada um dos deoxinucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 0,6 uM de cada primer (“Research Genetics”, Huntsville, EUA),
uma unidade da enzima Tag-polimerase e 18 ng de DNA. As amplificacdes
foram realizadas em Termociclador Perkin Elmer 9600 programado para uma
etapa inicial de 7 min a 72 °C, seguida de 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a
50°C e 2 mina72°C e, ao final dos 30 ciclos, uma etapa de 7 min a 72 °C. Os
fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel néo
desnaturante de poliacrilamida 10%, contendo TAE 1X (Tris-acetato 40 mM e
EDTA 1 mM, pH 7,0), a 120 V, por 4 horas. Terminada a corrida, os géis foram
corados com solucdo de brometo de etidio (0,2 ug/mL) e fotodocumentados
sob luz ultravioleta, pelo sistema de Eagle Eye Il (Stratagene). O gel possuia
16,5x12,5 cm e espessura de 0,5 mm.

2.6. Amplificacdo do DNA pela Técnica de RAPD

Amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de RAPD, de acordo
com Williams et al. (1990), com primers decameros (“Operon Technologies”,
Alameda, CA, EUA), em termociclador Perkin-Elmer, modelo 9600.

As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: uma etapa de
desnaturacdo do DNA (94°C por 15 s), uma etapa de pareamento do primer ao
DNA-molde (35°C por 30 s) e uma etapa de extensédo do fragmento (72°C por 1
min). Apds 40 ciclos, foi efetuada uma ultima etapa de extensdo a 72°C, por
sete min. Os produtos de amplificacédo foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,2% contendo 10 mg/ml de brometo de etidio, imerso em tampéao
TBE (tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram
visualizadas sob luz ultravioleta e fotodocumentadas com o sistema Eagle Eye

Il (Stratagene).
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2.7. Construcdo do Mapa de Ligacdo Genética

Os marcadores microssatélites foram codificados como homozigotos
para os alelos vindos de IAC-100 (A), homozigotos para os alelos vindos de
BARC-8 (B), heterozigotos (H) e falhas (-) das bandas amplificadas em cada
um dos 93 individuos da populacao F».

Os marcadores RAPD foram codificados como homozigotos para os
alelos vindos de IAC-100 (A), homozigotos para os alelos vindos de BARC-8
(B), ndo homozigoto para os alelos vindos de IAC-100 (C), ndo homozigoto
para os alelos vindos de BARC-8 (D) e falhas (-) das bandas amplificadas em
cada um dos 93 individuos da populacgéo F-.

A segregacdo de cada fragmento polimorfico foi testada na populacéo
por meio do teste de qui-quadrado. Apenas os fragmentos da amplificagcdo com
microssatélites, cuja segregacao se ajustou a proporcdo esperada de 1:2:1 (P<
0,05) foram utilizados nas analises posteriores. O mesmo foi feito para os
fragmentos amplificados com RAPD, entretanto a proporcao esperada foi de
3:1.

O mapeamento dos microssatélites e dos RAPD e o estabelecimento
dos grupos de ligacéo foram feitos com a utilizacdo do programa MAPMARKER
(Lincoln et al.,1993). Os marcadores foram agrupados, utilizando-se LOD
minimo de 4,0 e frequéncia méaxima de recombinacdo de 0,30. A distancia de
mapeamento de Kosambi foi utilizada para a conversado da frequéncia de

recombinacéo para centiMorgans (cM).

2.8. Identificacdo e Mapeamento de QTLsS

2.8.1. Andlise de Marca Simples

A analise de variancia foi realizada para os dados fenotipicos e a
associacao entre marcadores individuais e teor de isoflavonas foi testado
pela andlise de marca simples, utilizando o programa GQMol (Cruz e Schuster,
2000), com um nivel de significancia de P< 0,05, na tentativa de detectar QTLs.
A analise de regressdo linear também foi realizada com o intuito de

comprovagdo dos resultados da ANOVA e, adicionalmente, para a
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determinacdo do R? que neste caso é interpretado como o percentual da
variacdo fenotipica explicado pelo marcador. Este procedimento permite a
avaliacdo de todos os marcadores em relagcdo a caracteristica fenotipica,
inclusive aqueles que n&do agruparam no mapa de ligacao.

Os marcadores associados significativamente com teor de isoflavonas
e com proteinas foram analisados por modelos de regressdo mudltipla,
utilizando-se o procedimento de eliminacdo “Stepwise”, utilizando o programa
GQMOL.

2.8.2. Mapeamento por Intervalo Composto

Para melhor precisdo das estimativas de nimero e posicdo do QTL, e
confirmacdo dos resultados da anélise de marca simples, os marcadores que
agruparam nos respectivos grupos de ligacoes, foram avaliados em um modelo
de mapeamento por intervalo composto. O programa utilizado neste
procedimento foi o QTL Cartographer versdo 2.0 (Basten et al., 2002). Foi
estabelecido o modelo 6 e um background de 10 parametros baseados na
analise de regresséao forward-backward e uma precisdo de 0.5 cM de walking
speed. Para determinar um valor empirico de significancia na deteccdo de
QTLs, foi utilizado um teste de permutacdo, com 1.000 permutacdes e um nivel

de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Deteccédo de Polimorfismos e Selecdo dos Primers de Microssatélites
e RAPD.

Os primers de microssatélites foram, inicialmente, testados nos
progenitores com a finalidade de selecionar aqueles que produzissem
fragmentos polimérficos e que, consequentemente, pudessem ser utilizados
para mapeamento na populacdo segregante.

Foram testados 445 pares de primers de microssatélites (“Research
Genetics”, Huntsville, AL, EUA). Desse total, 101 exibiram polimorfismo nos
progenitores, mas somente 98 apresentaram fragmentos polimérficos na
populacdo segregante. A segregacado dos marcadores foi testada por meio do
teste Qui-quadrado (P < 0,05), e, dos 98 primers, 90 apresentaram fragmentos
polimorficos, que segregaram de acordo com o esperado em uma populacao
F,, sendo a proporcao 1:2:1. Na Figura 1 estédo representados os produtos de
amplificacdo gerados com o par de primers Satt552 nos pogenitores IAC-100 e

BARC-8 e em parte da populagéo F».

I B12 34 56 7 89101112131415161718192021222324 2526 27282930

g Bl ) b a Fl 8 oo Ml - e l!—i"'_"-

Figura 1 — Gel de poliacrilamida 10% apresentando fragmentos pilomoérficos
amplificados com o par de primers do microssatélite Satt552 nos
pais IAC-100 () e BARC-8 (B) e em parte da populacdo segregante
(1 a 30).

No caso dos marcadores RAPD, foram testados 670 primers, dos quais
78 evidenciaram polimorfismo entre os progenitores. Destes, apenas 17

segregaram de acordo com o esperado em uma populagdo F,, ou seja, na
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proporcao 3:1. A segregacao dos marcadores foi testada por meio do teste Qui-

quadrado (P < 0,05). Os 17 primers RAPD produziram 17 bandas polimérficas.

3.2. Mapa de Ligacao Genética

Para a construcdo do mapa de ligacdo da populacdo F, derivada do
cruzamento entre IAC-100 e BARCS, foram inicialmente definidos o “LOD
score” (LOD = 4,0) e a maxima frequéncia de recombinacéao (r = 0,30). Dos 107
marcadores, 90 microssatélites e 17 RAPD, 82 agruparam em 22 grupos de
ligacéo, perfazendo um total de 522,4 cM em funcéo de Kosambi. Isto equivale
a um marcador a cada 6,37cM, em média (Figura 2). Vinte e cinco marcas nao

foram alocadas nos grupos de ligacao.
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Figura 2 — Mapa genético da soja com base em uma populacdo F, constituida
por 93 individuos obtidos do cruzamento entre a variedades IAC-100
e a linhagem BARC-8. Os grupos de ligacdo foram obtidos
adotando-se os valores de LOD = 4,0 e r = 0,30. Os valores a
esquerda representam as distancias entre os marcadores (em cM), e
a direita estd a designacdo dos marcadores. A nomenclatura
utilizada para os grupos de ligacdo € a mesma adotada por Cregan
et al. (1999). As nomenclaturas MLG K+ (tem marcas do grupo MLG
K e do grupo MLG I); MLG Dl1la+Q+F (tem marcas do grupo MLG
D1a+Q e do grupo MLG F); MLG G+H (tem marcas do grupo MLG G
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As marcas ndo ligadas foram: Satt581, Satt521, Sattl27, Satt419,
Satt516, Sattl84, Satt335, Satt226, Satt318, Sattl97, Satt353, Satt527,
Satt333, Sattl44, Satt471, Satt476, OPU02, OPBA08, OPK20, OPO15,
OPAWO04, OPAM15, OPAEO1, OPW13 e OPAF13.

Dos 22 grupos de ligacdo, a maioria apresentou correspondéncia com
0s 20 grupos de ligacdo obtidos na integracdo de trés mapas publicos de
ligacdo génica da soja feita por Cregan et al. (1999). Foram obtidos dois grupos
pequenos pertencentes ao grupo MLG C2, dois pertencentes ao grupo de
ligacdo MLG E e dois pertencentes ao grupo MLG L. Esses resultados séo
devidos ao pequeno numero de marcas utilizadas, sendo necessario uma
maior saturacdo do mapa e consequentemente ligacdo desses grupos em um
Gnico grupo. Outro resultado obtido que ndo apresentou correspondéncia com
o trabalho de Cregan et al. (1999), foi que tivemos marcas que foram
mapeadas juntas em um mesmo grupo de ligacdo, mas que, de acordo com
esses autores estariam em grupos separados. Foram as seguintes marcas:
Satt570 (MLG G) e Satt317 (MLG H), que ficaram juntas em um mesmo grupo;
as marcas Sattl47 (MLG Dla+Q) e Satt522 (MLG F), que também ficaram
juntas em um mesmo grupo e as marcas Sattl02 (MLG K) e Satt292 (MLG I)

que também agruparam em um mesmo grupo de ligacéo (Figura 2).

3.3. Anélise do Teor de Isoflavonas e de Proteina Total

Trabalhando com essa mesma populagdo, Chiari (2003) detectou seis
formas de isoflavonas nas sementes dos progenitores IAC-100 e BARC-8 e nas
progénies F3;. Entretanto, apenas o0s teores de daidzina, genistina,
malonildaidzina, malonilgenistina, isoflavonas totais e proteina foram
significativamente contrastantes entre os progenitores, indicando a existéncia
de variabilidade genética entre os progenitores, possibilitando a formacédo de
uma populacdo de base genética bastante ampla para essas caracteristicas.

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo referentes as
progénies F3, para as caracteristicas daidzina, genistina, malonildaidzina,
malonilgenistina, isoflavonas totais foram superiores a 90%, enquanto proteina

apresentou estimativa de herdabilidade de apenas 37% (Chiari, 2003).
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Nas mesmas progénies F3z, foram analisados os coeficientes de
correlacdo fenotipica e genotipica para os teores de daidzina, genistina,
malonildaidzina, malonilgenistina e isoflavonas totais, e todos foram positivos e
de grande magnitude entre si, variando de 0,80 a 0,98. Esse resultado indica
gue as plantas com maior teor de daidzina, por exemplo, também apresentam
maiores teores de genistina, malonildaidzina, malonilgenistina e de isoflavonas
totais, possibilitando proceder a selecdo de forma conjunta para essas
caracteristicas (Chiari, 2003).

Em analise realizada por meio de teste de Lillifors, foram observados
resultados significativos (P<0,01) para os teores de daidzina, genistina,
malonilgenistina e isoflavonas totais, referentes as progénies F3, o que indica
que os valores dos dados analisados ndo seguem distribuicdo normal,
enquanto, malonildaidzina e  proteina  apresentaram  distribuicdo
aproximadamente normal (Figura 3).

Meksem et al. (2001) avaliaram 100 linhagens recombinantes
endogamicas (RIL) do cruzamento entre duas variedades que contrastavam
para as formas de isoflavonas agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina) e
observaram que essas formas de isoflavonas também ndo apresentaram

distribuicdo normal.
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Figura 3 — Distribuicdo dos teores de daidzina, genistina, malonildaidzina,
malonilgenistina, isoflavona total e proteina nas progénies Fz. No
eixo das ordenadas, observa-se a frequéncia das classes
fenotipicas. No eixo das abscissas sao apresentadas as classes dos
dados fenotipicos para os teores de isoflavonas (ug/g de semente de
soja) e proteinas (% de proteinas).
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3.4. Associacao entre Marcadores e QTLs

Noventa marcadores de microssatélites e dezessete de RAPD, que
apresentaram segregacdo mendeliana esperada, foram submetidos a uma
analise de marca simples (analise de variancia e regressao) e regressao
multipla, para deteccdo dos marcadores ligados a regides que controlam o teor
de isoflavonas em sementes de soja. Foram encontradas associagdes
marcador-QTLs para as isoflavonas analisadas e proteina total. Os marcadores
relacionados as isoflavonas e proteina, a probabilidade do F, R? e o grupo de
ligacdo do marcador estao apresentados nos Quadros 1 e 2.

Daidzina: a andlise de regressdo linear indicou treze marcadores
associados significativamente, sendo o marcador mais fortemente associado o
Satt318, que explicou 17,39% da variacdo do teor de daidzina. Na analise de
regressdo multipla, os marcadores Satt318, Satt232 e Satt518 explicaram,
juntos, aproximadamente 31,5% do total de variacdo dessa caracteristica
(Quadro 1).

Genistina: a andlise de regressao linear indicou seis marcadores
associados significativamente, sendo o marcador mais fortemente associado o
Satt318, que explicou 16,05% da variacdo do teor de genistina. Na anélise de
regressdo multipla, os marcadores Satt318, Satt350, Sattl27 e OPK20
explicaram, juntos, aproximadamente 34% do total de variacdo dessa
caracteristica (Quadrol).

Malonildaidzina: a analise de regressao linear indicou onze marcadores
associados significativamente, sendo o marcador mais fortemente associado o
Satt318, que explicou 16,13% da variacdo do teor de malonildaidzina. Na
analise de regressdo multipla, os marcadores Satt318, Satt232, Satt4l7 e
Sattl97 explicaram, juntos, aproximadamente 33% do total de variacdo dessa
caracteristica (Quadro 1)

Malonilgenistina: a andlise de regressdo linear indicou dezesseis
marcadores associados significativamente, sendo o marcador mais fortemente
associado o Satt318, que explicou 12.05% da variacdo do teor de
malonildaidzina. Na analise de regressdo multipla, os marcadores Satt318,
Satt468, Satt495, Satt350, Sattl27 e Satt499 explicaram, juntos,

aproximadamente 45% do total de variacdo dessa caracteristica (Quadro 2).
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Isoflavona total: a analise de regressao linear indicou dez marcadores
associados significativamente, sendo o marcador mais fortemente associado o
Satt318, que explicou 13,59% da variacdo do teor de isoflavonas total. Na
andlise de regressdo multipla, os marcadores Satt318, Satt468 e OPAWO04
explicaram, juntos, aproximadamente 26% do total de variacdo dessa
caracteristica (Quadro 2).

Proteina total: a analise de regresséo linear indicou sete marcadores
associados significativamente, sendo o0s marcadores mais fortemente
associados o OPK20 e Satt512, que explicaram 10,06% e 9,49%
respectivamente da variagcdo do teor de proteina. Na andlise de regressao
multipla, os marcadores OPK20, Satt512, OPUO02 e Satt398 explicaram, juntos,
aproximadamente 26% do total de variacdo dessa caracteristica (Quadro 2).

O marcador Satt318 foi comum para todas as isoflavonas analisadas,
sendo também o que mais explicou a variacdo do teor dessas diferentes
isoflavonas. Além desse marcador, daidzina e malonildaidzina tiveram em
comum o marcador Satt232, enquanto genistina e malonilgenistina tiveram em
comum o Satt350 e Sattl27 que explicam a variacdo da caracteristica pela

regressao multipla.
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Quadro 1 — Marcadores ligados a QTLs de teor de daidzina, genistina e
malonildaidzina, por meio de regressdo simples e regressao
multipla “Stepwise”.

Andlise da Isoflavona Daidzina

Marcadores Grupo de Regressao simples Regressao multipla
ligagéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt318 Nao-ligado 0,0** 17,39 16,29 16,92
Satt232 MLG L 0,04* 6,88 15,77 26,84
Satt518 MLG K 0,007** 10,62 13,03 315
Satt552 MLG K 0,034~ 7,33
Satt411 MLG E 0,037* 7,04
Satt527 N&o-ligado 0,042* 6,81
Satt530 MLG N 0,036* 7,11
Satt417 MLG K 0,027* 7,69
Satt337 MLG K 0,021* 8,3
Sattl78 MLG K 0,003** 12,32
Satt485 MLG N 0,049* 6,5
OPK20 N&o-ligado 0,0494 * 4,18
OPAWO04 N&o-ligado 0,0213 * 5,75
Andlise da Isofavona Genistina
Marcadores  Grupo de Regressao simples Regressao miltipla
ligacéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt178 MLG K 0,046* 6,63
Satt318 Nao-ligado 0,0** 16,05 16,26 15,3
Satt350  MLG D1b+W 0,026* 7,76 13,96 23,88
Satt127 N&o-ligado 0,038* 7,01 12,52 29,92
OPK20 Nao-ligado 0,0074 ** 7,63 11,27 34,14
OPAWO04 Nao-ligado 0,0111* 6,94
Andlise da Isoflavona Malonildaidzina
Marcadores Grupo de Regressao simples Regressdo multipla
ligacéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt518 MLG K 0,011~ 9,67
Satt514 MLG D2 0,045* 6,74
Satt495 MLG L 0,043* 6,74
Satt527 Nao-ligado  0,024* 7,93
Satt318 Nao-ligado 0,0** 16,13 15,06 14,76
Satt232 MLG L 0,042* 6,79 14,18 24,79
Satt417 MLG K 0,029* 7,59 11,0 29,40
Satt197 Nao-ligado 0,04* 6,92 10,33 32,98
Satt337 MLG K 0,03* 7,61
Satt178 MLG K 0,003** 11,85
OPAWO04 Nao-ligado  0,0379* 4,70

* Significativo a 5%
** Significativo a 1%
O R? (%) acumulado da regressdo mdltipla
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Quadro 2 — Marcadores ligados a QTLs de teor de malonilgenistina, isoflavona
total e proteina, por meio de regressdo simples e regressao
multipla “Stepwise”.

Andlise da Isoflavona Malonilgenistina

Marcadores Grupo de Regressao simples Regressao multipla
ligacéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt282 MLG D1b+W 0,041~ 6,94
Satt373 MLG L 0,038* 7,06
Satt442 MLG H 0,044~ 6,7
Satt469 MLG H 0,036* 7,15
Satt318 N&o-ligado 0,003** 12,05 11,84 11,86
Satt468 MLG Dla+Q 0,033* 7,29 12,70 22,6
Satt495 MLG L 0,02* 8,37 12,56 30,46
Satt350 MLG D1b+W  0,007** 10,33 11,96 36,03
Satt127 N&ao-ligado 0,007** 10,31 12,26 42,18
Satt499 MLG K 0,012* 9,32 11,35 45,07
Satt579 MLG D1b+W 0,04* 6,9
Satt436 MLG Dla+Q 0,029* 7,54
Satt600 MLG D1b+W 0,037* 7,08
Satt178 MLG K 0,045* 6,66
OPK20 N&o-ligado 0,0198 * 5,82
OPAWO04 N&o-ligado 0,0111* 6,95
Andlise da Isoflavona Total
Marcadores Grupo de Regressao simples Regressao miltipla
ligagéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt442 MLG H 0,025* 7,91
Satt436 MLG Dla+K  0,031* 7,46
Satt318 Nao-ligado 0,001** 13,59 13,64 13,16
Satt468 MLG Dla+K  0,040* 6,88 12,89 22,46
OPAWO04 Nao-ligado 0,004 ** 8,80 10,36 26,1
Satt527 Nao-ligado 0,011~ 9,53
Sattl78 MLG K 0,003** 12,40
OPUO02 N&o-ligado 0,047 * 4,27
OPK20 Nao-ligado 0,018 * 5,99
OPAM15 Nao-ligado 0,045 * 4,35
Andlise de Proteina
Marcadores Grupo de Regressao simples Regressdo multipla
ligagéo Prob(F) R* (%) Prob(F) R* (%)0
Satt197 Nao-ligado 0,020* 8,35
Sattl78 MLG K 0,040* 6,9
OPK20 Nao-ligado 0,001** 10,06 10,18 10,06
Satt512 MLG E 0,011~ 9,49 9,99 18,17
OPUO02 Nao-ligado 0,025* 5,35 8,34 21,95
Satt398 MLG L 0,034* 7,22 7,71 25,96
OPK16 MLG E 0,048* 4,21

* Significativo a 5%
** Significativo a 1%
O R? (%) acumulado da regressao mudltipla.
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Os modelos lineares simples, como ANOVA e regressdo linear, nado
necessitam das informacdes dos mapas de ligacao, e a distribuicdo dos valores
fenotipicos é analisada para cada marcador separadamente. Portanto, por
utilizarem apenas diferencas entre as médias dos marcadores, ndo € possivel
estimar a magnitude do efeito do QTL, nem a sua posi¢cao no genoma (Lynch e
Walsh, 1997). Desse modo, foi utilizado o método de mapeamento por intervalo
composto (Zeng, 1993), com o intuito de aumentar o poder de deteccao de
QTLs e melhorar a precisdo das estimativas do seu efeito e posicdo. Esse
método é baseado na separacdo do QTL presente no intervalo analisado. O
procedimento desconsidera os possiveis QTLs posicionados em outros
intervalos, que ndo estejam sendo analisados, de forma a isolar o efeito de um
QTL do efeito de outros possiveis QTLs presentes em intervalos adjacentes.

O ponto de corte para mapeamento de possiveis QTLs, dentro de um
intervalo testado, foi obtido por teste de permutacéo (Deorge e Churchill, 1996).
Adotando-se um nivel de significancia de 5% para o mapa completo, foram
obtidos os seguintes pontos de corte: daidzina (16,33), genistina (17,23),
malonildaidzina (15,78), malonilgenistina (16,77), isoflavona total (15,81) e
proteina (15,96).

Empregando-se este nivel de significancia, foi mapeado um unico QTL,
associado com teor de daidzina no gréo de soja, no grupo de ligagdo MLG K,
(Figura 4) com pico de LR (likelihood ratio) de 16,72, que explica 28% da
caracteristica.

Meksem et al. (2001) mapearam quatro regides gendémicas que contém
QTLs para teor de isoflavonas agliconas em sementes de soja, sendo dois
QTLs para daidzeina presentes nos grupos de ligacdo Al e N, e dois QTLs
para gliciteina nos grupos B1 e N.

Nao foram encontrados QTLs para as demais isoflavonas analisadas e
proteina total. Os resultados da analise de marca simples mostrou que o
marcador que mais explica todas as isoflavonas foi 0 Satt318, entretanto, esse
marcador ndo se ligou a nenhum grupo. Foi verificado no mapa de ligacéo
génica da soja feito por Cregan et al. (1999), que o marcador Satt318 pertence
ao grupo de ligacdo MGL B2 e nenhum dos grupos obtidos nesse trabalho
apresentou correlagdo com esse grupo de ligacdo descrito por esses autores.

Esses resultados mostram a necessidade de saturagdo do mapa,
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principalmente com relacdo aos marcadores presentes no grupo MGL B2, com
a finalidade de ligar o marcador Satt318 e, possivelmente mapear QTLSs.
Outros marcadores que explicam as caracteristicas, também, ndo se
agruparam ou estdo em grupos pouco saturados, mostrando novamente a
necessidade de saturar o mapa e encontrar QTLs para as diferentes

caracteristicas.

[N —
L
207
16.33
157
107
5 sl Satt178
Satt475 e Satt552
Satt337

Satt499 OPABO4 Satt417

Satt441 301
0] \ / Lohd

0 3 B El 27 30

Figura 4 — QTL associado a teor da isoflavona daidzina no grupo de ligacao
MLG K. Foi utilizado nivel de significancia de 5%. No eixo das
ordenadas, estdo representados os valores de LR. No eixo das
abscissas sdo apresentadas as distancias entre os marcadores (em
cM).
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4. CONCLUSOES

Os teores de daidzina, genistina, malonilgenistina e isoflavonas totais,
referentes as 93 plantas da progénies F3 ndo apresentaram distribuicdo normal,
enquanto, malonildaidzina e proteina total apresentaram distribuicdo
aproximadamente normal.

Na analise de agrupamento dos marcadores e constru¢cdo do mapa de
ligacdo, foram obtidos 22 grupos de ligacdo pouco saturados, contendo 82
marcadores.

Foram identificados, para daidzina, treze marcadores. Na andlise de
regressdo multipla as marcas Satt318, Satt232 e Satt518 explicaram, juntas,
cerca de 31,5% da variacédo dos teores dessa isoflavona.

Foram identificados, para genistina, seis marcadores. Na anadlise de
regressdo multipla, as marcas Satt318, Satt350, Satt1l27 e OPK20 explicaram,
juntas, cerca de 34% da variacéo dos teores dessa isoflavona.

Foram identificados, para malonildaidzina, onze marcadores. Na analise
de regressdo multipla as marcas Satt318, Satt232, Satt4l7 e Sattl97
explicaram, juntas, cerca de 33% da variacao dos teores dessa isoflavona.

Foram identificados, para malonilgenistina, dezesseis marcadores. Na
analise de regressdo multipla, as marcas Satt318, Satt468, Satt495, Satt350,
Sattl27 e Satt499 explicaram, juntas, cerca de 45% da variacdo dos teores
dessa isoflavona.

Foram identificados, para isoflavona total, dez marcadores. Na analise
de regressdo mudltipla, as marcas Satt318, Satt468 e OPAWO04 explicaram,
juntas, cerca de 26% da variacdo em torno desse carater.

Foram identificados, para proteina total, sete marcadores. Na andlise de
regressdo multipla, as marcas OPK20, Satt512, OPUO2 e Satt398 explicaram,
juntas, cerca de 26% da variacao fenotipica.

Empregando-se o método de mapeamento por intervalo composto, foi
identificado um Unico QTL associado ao teor da isoflavona daidzina no grupo
de ligacdo K, que explicou 28% desta caracteristica.

As marcas que mais explicaram as diferentes caracteristicas avaliadas

nao se ligaram aos grupos de ligacdo e, estudos posteriores deverdo ser
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conduzidos, visando aumentar o grau de saturacdo do mapa. Isto podera

permitir a identificacdo de QTLs para as diferentes caracteristicas analisadas.
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