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PREDICAO IN SILICO DE MARCADORES MICROSSATELITES
RELACIONADOS AO TEGUMENTO DE SEMENTES DE SOJA!

FERNANDO AUGUSTO HENINNG?, LUCIANO CARLOS DA MAIA®, LILIANE MARCIA MERTZ?,
PAULO DEJALMA ZIMMER*, ANTONIO COSTA DE OLIVEIRA®

RESUMO - O sucesso na obtengao de altas produtividades de soja depende da utilizagdo de sementes
de qualidade. Muitos problemas que comprometem a qualidade fisiologica das sementes podem ser
relacionados as caracteristicas do tegumento. Inimeros trabalhos afirmam que sementes de soja
com tegumento semipermeavel a dgua apresentam maior tolerancia a patdgenos e pragas, menor
susceptibilidade aos danos mecanicos, as adversidades climaticas e a deterioragdo por umidade.
A inclusdo das caracteristicas de tegumento semipermeavel nas cultivares atuais pode minimizar
problemas relacionados a qualidade de sementes. Neste contexto, aliar as técnicas da biologia
molecular com a bioinformatica ¢ uma importante estratégia para identificacdo dos genes envolvidos
com o tegumento e com a fisiologia de sementes. O objetivo desse trabalho foi descrever e avaliar uma
estratégia de utilizagdo de ferramentas da bioinformatica, para a integragdo in silico de informagdes
de experimentos in vitro de marcadores moleculares, contra dados armazenados em bancos de dados
gendmicos e prever pela descricao funcional se estes marcadores podem estar associados a diferentes
caracteristicas do tegumento da soja. Foram utilizados 24 conjuntos de primers microssatélites,
avaliados anteriormente e que amplificaram fragmentos polimorficos entre os gendtipos de soja CD-
202 (tegumento amarelo, permeavel e susceptivel a deterioracdo) e uma linhagem TP (tegumento
preto, semipermeavel e resistente a deterioragao). Os resultados desta analise indicam como promissor
0 uso destes marcadores para estudos relacionados ao tegumento e a qualidade de sementes de soja.
A estratégia da mineragdo de marcadores moleculares a partir da integracao in silico de sequéncias de
marcadores moleculares ainda andnimos, bancos de dados genémicos e bancos contendo seqiiéncias
com descri¢des funcionais dos genes demonstra ser promissora, pois, possibilita prever as func¢des
para estes genes e verificar a associagdo destes com rotas bioquimicas e metabolicas responsaveis
pelas caracteristicas que se deseja analisar em rotinas in vitro.

Termos para indexacgdo: Bioinformatica, Marcadores Moleculares, Glycine max.

IN SILICO PREDICTION OF MICROSATELLITE MARKERS RELATED
TO SOYBEAN SEED COAT

ABSTRACT - Success in obtaining high soybean productivities depends on the use of high. quality
seed. Many problems that damage the seed physiological quality can be related to the seed coat
traits. Several studies state the existence of soybean seeds with a semi-permeable coat, which are
more resistant to water penetration and less susceptible to mechanical damage, climatic adversities
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and moisture deterioration. The inclusion of the traits for semi-permeable coat in modern cultivars
could minimize problems related to seed quality. In this context, molecular biology techniques in
association with bioinformatics are an important alternative to identify genes involved in soybean
seed coat and physiological quality. The objective of this study was to describe and to evaluate a
strategy using bioinformatics tools, to integrate in silico information with in vitro experiments of
molecular markers against data available in genomic databases, and provide information as to whether
these markers could be associated with different soybean seed coat traits. Twenty four microssatelite
primer sets previously tested and which amplified polymorphic fragments between soybean genotypes
CD-202 (yellow seed coat, permeable and susceptible to deterioration) and TP (black seed coat,
semi-permeable and resistant to deterioration) were used. The results indicated as promising the use
of these molecular markers for studies related to soybean seed coat and quality. The strategy of
molecular markers mining from in silico integration of yet anonymous molecular marker sequences
and database containing gene sequences with functional descriptions, seems to be promising, as it
allowed to predict the functions of these genes and to verify their association with metabolic and

biochemical pathways involved in characteristics which are interesting to in vitro analyzes.

Index terms: Bioinformatics, Molecular Markers, Glycine max.

INTRODUCAO

A absor¢do de umidade pela semente de soja quando
esta ainda encontra-se no campo em periodos que antecedem
a colheita, pode ser apontada como a principal causa para
a baixa qualidade, direcionando a atencao de pesquisadores
para sementes com tegumento semipermeavel. O tegumento
semipermeavel é uma caracteristica muito importante no que
concerne a deterioragdo em campo, pois ao controlar melhor
a absor¢do de 4gua, as sementes se tornam mais resistentes
as condicoes adversas (Peske e Pereira, 1983).

A caracteristica tegumento semipermeavel pode ser
utilizada nos programas de melhoramento de soja para ser
incorporada as cultivares de alta produtividade, visando a
qualidade fisiol6gica da semente. Nesse sentido, ferramentas
da biologia molecular aliada a bioinformatica podem auxiliar
na caracterizacao de genes ou regides gendmicas envolvidas
no controle deste carater e suas respostas fisioldgicas nas
sementes.

Microssatélites ou SSRs (Simple sequence repeats)
(Litt e Lutty, 1989; Tautz et al., 1989) sdo sequéncias de
nucleotideos constituidas por arranjos formados por 1, 2, 3,
4, 5 ou 6 nucleotideos que repetem lado a lado (em série),
encontrados em alta frequéncia nos genomas de procariotos
e eucariotos (Morgante e Oliveira, 1993). No passado, a
grande limitagdo para o uso da técnica dos microssatélites
em larga escala era a obtencdo dos primers usados na
PCR (Polimerase Chain Reaction), sendo uma estratégia
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trabalhosa e demorada, pois em geral, somente 10 a 20%
dos primers desenvolvidos pelos protocolos tradicionais
sdo informativos ou eficientes em estudos genéticos de uma
populagdo, contribuindo, desta forma, para a elevacao dos
custos e envolvimento de pessoal especializado (Buso et al.,
2003).

A partir de meados dos anos 90, projetos de
sequenciamento de genomas completos ou ainda
projetos de sequenciamento de regides funcionais de
varias espécies, incluindo as espécies vegetais de maior
importancia agronomica, tem disponibilizado um grande
nimero de seqiiéncias em bancos de dados como o NCBI
(National Center for Biotechnology Information), EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), GRAMENE (4
Comparative Mapping Resource for Grains) e TIGR (The
Institute for Genomic Research) entre outros. Nesse sentido,
a localizagdo e/ou prospeccdo de genes ¢ possibilitada
através da utilizagdo de técnicas da biologia molecular e de
ferramentas de bioinformatica.

Atualmente, com o grande nimero de informagdes
disponibilizadas nos bancos de DNA, a busca de marcadores
moleculares nestes bancos ¢ uma estratégia que minimiza
as dificuldades encontradas no passado. Além disso, a
disponibilidade dessas informagdes permite através do
uso de ferramentas adequadas, a busca por homologia
entre a sequéncia acessada por um determinado marcador
com genes ou proteinas de fungdo descrita, possibilitando
predizer se estes marcadores acessam genes envolvidos nas
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rotas metabolicas do carater em estudo.

Noportal GRAMENE (Liangetal.,2007) estdo indexados
diversos mapas genéticos ¢ marcadores moleculares para
gramineas, onde a estratégia da comparacdo por homologia
foi utilizada para descrever e /ou predizer fungdes génicas
para marcadores baseados em sequéncias de sondas RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), seqiiéncias
de cDNA (Complementary DNA) e SSRs. Neste banco de
dados as sequéncias RFLP, marcadores baseados em cDNA
e SSRs estdo associadas pelo programa BLAST (Altschul et
al., 1990) a outros bancos de dados contendo genes descritos
e demais informagodes gendmicas.

No banco de dados conhecido como GRAINGENES
(Matthews et al. 2003) desenvolvido pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos, para centralizar
informagdes para o melhoramento genético de trigo, cevada,
centeio, triticale e aveia também foi utilizada a mesma
estratégia, onde, sequéncias de marcadores RFLP, SSRs
e demais marcadores associados a QTLs (Quantitative
Trait Loci) de 81 mapas genéticos foram associados a
informagdes gendmicas de outros bancos, sendo que cada
um dos marcadores armazenados naquele banco, contem
uma possivel descricdo funcional baseada no alinhamento
feito pelo programa BLAST, contra demais bancos de dados.
Poncet et al. (2005) utilizou a estratégia do alinhamento
contra varios genomas para descrever as possiveis fungdes
génicas para 23 marcadores CAPS (Cleaved Amplified
Polymorfic Sequences) derivados de fragmentos AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) extraidos de
um mapeamento genético de hibridos de Coffea sp.

O objetivo desse trabalho foi descrever e avaliar uma
estratégia de utilizagdo de ferramentas da bioinformatica,
para a integracdo in silico de informacdes de experimentos in
vitro de marcadores moleculares contra dados armazenadas
em bancos de dados genomicos, e prever pela descrigdo
funcional se estes marcadores podem estar associados a
diferentes caracteristicas do tegumento da soja.

MATERIAL E METODOS

Localizacio dos primers e sequéncias genémicas:

Neste estudo foram utilizadas as sequéncias amplificadas
pelos 24 conjuntos de primers microssatélites, avaliados
anteriormente e que amplificaram fragmentos polimodrficos
entre os genotipos de soja CD-202 (tegumento amarelo,
permeavel e susceptivel a deterioragdo) e uma linhagem TP
(tegumento preto, semipermeavel e resistente a deterioracao)
(Henning, 2007).

A partir do banco de dados SoyBase (http://soybase.
agron.iastate.edu) foram encontrados informagdes da
nomenclatura dos 24 conjuntos de primers, posteriormente,
as sequéncias amplificadas por estes conjuntos de primers
foram encontradas no NCBI. Estas sequéncias foram
utilizadas como molde (sequéncias de busca) para as
buscas por similaridades no NCBI, utilizando a estratégia
do alinhamento local através do programa computacional
BLAST, adotando-se os parametros de configuracdo padrao
do programa.

Foram considerados como homologias, os alinhamentos
com similaridades baseada na estatistica E-value, e que
apresentaram valores inferiores a 1e'%. O valor do E-value
estima a probabilidade de que o alinhamento entre sequéncias
tenha ocorrido ao acaso.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os 24 conjuntos de primers analisados, as
sequéncias amplificadas (amplicons) por 15 conjuntos
apresentaram homologias somente com seqiiéncias
derivadas de regides intergénicas de diferentes genomas.
Para quatro sequéncias nenhuma homologia foi encontrada,
o que pode ter ocorrido € que estes primers amplificaram
regides intergé€nicas especificas do genoma da soja, as
quais ndo apresentam homologos nos genomas até entdo
seqiienciados. Vale lembrar que nos bancos de dados, existe
muita informacao das regides expressas do genoma da soja,
o que leva a crer que as seqiliéncias, para as quais nao foram
encontradas homologias derivam de regides intergénicas. No
entanto mesmo nao ancorando sobre regides génicas, ndo se
pode descartar a possibilidade de que estes primers possam
amplificar regides proximas a genes de interesse ou ainda,
blocos do genoma QTLs (Quantitative Trait Loci) associado
ao carater em estudo, podendo ser promissores em estudos de
mapeamentos, conforme os resultados obtidos por Henning
(2007).

Cinco seqiiéncias apresentaram homologias com
seqiiéncias de genes descritos anteriormente e depositadas nos
bancos de dados avaliados (Tabela 1). O marcador Sa#324
apresentou homologia com genes da enzima Diphenol
oxidase, conhecida também como: O-diphenolase, Phenolase,
Polyphenol oxidase, Tyrosinase, Pyrocatechol oxidase, Dopa
oxidase, Catecholase, O-diphenol, Oxygen oxidoreductase,
O-diphenol oxidoreductase e Catechol oxidase. Varios estudos
demonstram que esta enzima esta diretamente relacionada as
reagdes de escurecimento e impermeabilidade do tegumento
devido a oxidacao de flavonoides (Marbach e Mayer, 1975;
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Debeaujon et al., 2003; Routaboul et al., 2006; Pourcel et
al., 2007). Segundo Marbach e Mayer (1975), sementes
maduras de ervilha selvagem possuem tegumentos marrons
e impermeaveis a entrada de agua, enquanto os tegumentos
de sementes maduras de ervilha cultivada sdo amarelo-verdes
e permeaveis a agua. Estes autores constataram que, em
sementes de ervilha selvagem a atividade da Diphenol oxidase
aumentou continuamente durante formagdo das sementes, ¢

que, o aumento da atividade desta enzima, comecou quando
os legumes e sementes iniciaram o processo de dessecacdo.
Quando a quantidade de agua diminuiu e o estresse hidrico
tornou-se mais acentuado, foi observado o escurecimento
destas sementes, como resultado de formagdo de quinonas e
da interacdo entre quinonas e proteinas. Estas rea¢des causam
além do escurecimento do tegumento, a impermeabilidade a
agua.

TABELA 1. Marcadores microssatélites com funciio génica predita pela homologia baseada no alinhamento local, de
proteinas/enzimas relacionadas ao tegumento de sementes de soja.

Microssatélite Proteinas/Enzimas Acesso GenBank E-value
Satt094 ATPase AK226961.1 0,0
Satt324 Diphenol oxidase DQ447092.1 2e

Satr277 | Sattd20 Serine threonine kinase XM_633948.1 /XM_639591.1 2e2e"
Satt424 PHD Zinc Finger XM_001134472.1 1e®

* A selegdo das homologias foi baseada na estatistica de E-value considerando apenas valores inferiores a le™.

Evidéncias sugerem que a oxidagdo de flavonoides tem
funcdo de prote¢do durante desenvolvimento e crescimento
da planta. Por exemplo, reagdes de escurecimento dos
tecidos sdo observadas durante eventos programados
como dessecagdo de sementes (Pourcel et al., 2007). Em
Arabidopsis, o escurecimento do tegumento das sementes,
durante a fase de dessecagdo ¢ causado através da oxidacao
de epicatechin e proanthocyanidins soliveis pela enzima
Laccase, a qual ¢ codificada pelo gene Transparent testA10
- TT10, que podem ligar-se a células da parede celular e criar
uma barreira fisico-quimica para protecdo contra estresses
(Debeaujon et al., 2003; Pourcel et al., 2005; Routaboul
et al., 2006). Trés enzimas principais, Laccase, Catechol
oxidase ou Diphenol oxidase e Peroxidase, sao conhecidas
por estar envolvidas na oxidag@o de flavonoides. A maioria
das polifenois oxidases e peroxidases de plantas pertencem
a familias multigénicas cujos membros podem exibir
redundancia funcional quando simultaneamente expressos
no mesmo tecido. Em Arabidopsis, o gene da familia das
Laccases parece ser o inico membro envolvido na oxidagdo
de flavonoides em sementes, sendo que, nenhuma das 16
outras Laccases ou Peroxidases pode compensar a perda de
sua atividade no gene 77170 mutante. Durante a dessecagdo
de sementes de ervilha, algoddo e de Sida spinosa, os
flavondides acumulados nos tegumentos das sementes,
sdo oxidados na presenca de peroxidases, levando os
tegumentos ao escurecimento e a impermeabilidade a agua.
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A formagdo de quinonas e polimeros insoluveis explicariam
o reforco para evitar a entrada de dgua, ou seja, formagdo
de tegumentos semipermeaveis (Werker et al., 1979; Egley
et al., 1983). Além disto, a retirada de oxigénio pela agdo
da peroxidase, através da oxidacdo de flavonoides poderia
proteger sementes da deterioracdo e entdo prolongar o
periodo pelo qual elas podem ser armazenadas (Debeaujon
et al., 2003; Bailly, 2004).

Os marcadores Satt094, Sat277, Satt420 e Sattd24
apesar de estarem relacionados a enzimas envolvidas em
diversas rotas metabolicas, podem também estar associados
a qualidade de sementes.

Para os marcadores Satt277 e Satt420 foi encontrada
homologia com genes codificadores da familia de proteinas
Serine/threonine protein kinases. Essas proteinas estdo
classificas em varias subfamilias, podendo destacar-se
as Calcium dependent protein kinase (CDPK). Johnson
e Chrispeels (1992) observaram que proteinas CDPK
foram responsaveis pela fosforilagdo de varias proteinas
do vacuolo em sementes de feijao (Phaseolus vulgaris), e
que, este processo atuava diretamente na permeabilidade
dos canais das membranas. Em estudo avaliando sementes
germinadas e plantulas de trigo, foi verificado que as Protein
kinases (PKABAI), estavam relacionadas com respostas a
desidratagdo, frio e tratamento com Acido Abscisico (ABA),
e que, o acumulo destes transcritos foi observado no escutelo
das sementes, durante o periodo de germinacao (Holappa e
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Walker-Simmons, 1997). Ainda, segundo estes autores,
sequéncias similares, que codificam para o PKABA1, foram
encontradas em Arabidopsis thaliana, soja e Brassica napus.
Enzimas da familia Kinase sdo responsaveis pela maioria
dos sistemas de transducdo de sinais dentro das células.
Diferentes proteinas dessa familia atuam na transmissao de
sinais para a expressao génica, na hidrélise de lipidios, estdo
envolvidas na sinalizagdo celular para ativa¢do do sistema
de defesa contra ataque de patdgenos (estresse bidtico) e
também no sistema de sinaliza¢do do estresse causado por
fatores abioticos, como o calor, frio ¢ umidade (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Boudsocq e Lauriére, 2005).
As principais fungdes do tegumento da soja sdo servir como
barreira para a entrada de patdégenos e/ou microorganismos
(Peske e Pereira, 1983) ou ainda para a manutengdo dos
teores de agua nas sementes. A partir do conhecimento de
que as enzimas Kinase estdo envolvidas nos mecanismos
de sinalizacdo de ambos os tipos de danos (umidade e
patoégenos), que podem comprometer a qualidade das
sementes, ¢ possivel predizer que marcadores associados a
genes codificadores destas enzimas sdo de grande interesse
como marcadores moleculares para este estudo.

Para a sequéncia de DNA de onde foi obtido o
conjunto de primers descrito como Satf094, foi detectada
homologia com dois genes que codificam para as enzimas
Vacuolar ATPase. Proteinas da familia 4 TPase tem fungoes
enzimaticas fundamentais como bombas transportadoras de
protons sendo as principais responsaveis pela redugdo do
pH interno das células, alterando o potencial de membrana
que ¢ utilizado como uma fonte de energia nas fungdes de
hidrélises das proteinas armazenadas nos tecidos celulares
das sementes (Maeshima et al., 1994). As membranas do
vacuolo central contém dois tipos distintos de bombas de
préotons, H*-ATPase e H*-PPase (Sze, 1985; Rea e Poole,
1986; Hedrich e Schroeder, 1989; Taiz, 1992). Estas
bombas de prétons diminuem o pH interno e o potencial de
membrana, o que ¢ utilizado como uma fonte de energia nos
sistemas de transporte secundarios de membrana vacuolar.
Entre as proteinas de membrana do vactolo central, estas
duas bombas de protons foram bem caracterizadas em suas
estruturas moleculares e propriedades enzimaticas (Gogarten
et al., 1989; Maeshima ¢ Yoshida, 1989; Matsuura-Endo et
al., 1990; Rea et al., 1992; Sze et al., 1992). Nos processos
de germinagdo de sementes, a acidificagdo do vactolo pode
ser necessaria em fungdes bioldgicas como a hidrélise
de proteinas armazenadas na semente. Alguns estudos
mostraram o aumento na expressao de genes que codificam
para proteinas da familia ATPase em sementes de tomate,

responsivas ao tratamento com acido giberélico, este aumento
foi detectado nas sementes antes de aparecimento de radicula,
evidenciando que a expressdo destes genes ¢ importante nos
primeiros estagios de germinagao das sementes (Cooley etal.,
1999). O mesmo fato foi observado em sementes de Fagus
sylvatica tratadas com acido giberélico, para a superagao de
dorméncia (Lorenzo et al., 2002). Esses resultados sugerem
que o acido giberélico funciona como ativador na expressao
dessas enzimas, sendo esta correlacionada ao aumento
percentual na germinacdo dessas sementes. Geralmente as
modificagdes no tegumento relacionadas com o aumentam
da resisténcia fisica das sementes também estdo relacionadas
a dorméncia das sementes, pois, impedem a entrada de
agentes que promovem a germinacao, tal como oxigénio e
agua, ou até mesmo de substancias inibidoras como acido de
abscissico ou gas carbonico (Benech-Arnold et al., 2006).
As sequéncias do marcador Satt424 mostrou homologia
com genes que codificam para proteinas PHD Zinc Finger.
Proteinas com dominios Zinc finger representam uma
importante classe de fatores de transcrigdo para diferentes
genes em eucariotos (Yoshioka et al, 2001). Proteinas
descritas como PHD Zinc Finger (Plant Homeodomain)
sdo relatadas como responsaveis em ligar-se a histonas
(H3) atuando como efetores da transcrigdo de diferentes
genes (Halbach et al., 2000). Grande parte do sistema de
transducdo de sinais celulares ¢ mediada por um complexo
sistema de dependéncias encontradas na membrana das
células, onde moléculas de Phosphatidylinositol phosphates
sdo responsaveis pelo controle de varias sequéncias de sinais
envolvidas em diversos aspectos fisiologicos, incluindo a
proliferagdo e morte celular, organizacdo do citoesqueleto,
trafico intracelular e metabolismo, além de interagir como
sinalizador para rotas de mensageiros secundarios como
as proteinas Calcium Kinase, Phosphorus Kinase, Inositol
1,4,5-triphosphate ¢ Diacylglycerol. Parte da transdugio
de sinais em resposta ao estresse abidtico e bidtico, como
diferentes taxas no acumulo de ABA e fechamento de
estomatos passa por esta rota metabdlica (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Uma interagdo entre proteinas
PHD Zinc Finger e a Phospatidil inositol foi descrita por
Kaadige e Ayer (2006), o que, possivelmente explica a
relacdo deste marcador com diferengas fenotipicas em
sementes. Confirmagdes experimentais para esta associagao
foram verificadas em plantas de Arabidopsis com diferentes
respostas na dorméncia das sementes mediada por ABA, onde
foram observadas diferentes taxas de expressao de proteinas
da familia Zinc Finger (He e Gan, 2004). Em gendtipos
mutantes de arroz para a producdo de ABA, submetidos ao
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estresse por desidratacdo, também foi verificada alteracao nas
taxas de sintese de genes da familia Zinc Finger, incluindo
um gene de PHD zinc finger (Oh et al., 2005). Por este
gene estar descrito como envolvido na transdugdo de sinais
da rota metabolica do ABA, pode ser considerado como
um importante marcador para o estudo em genotipos com
diferentes caracteristicas de semente.

CONCLUSOES

Os resultados desta andlise indicam como promissor
o uso dos marcadores Satt094, Satt277, Satt324, Satt420 e
Satt424 para estudos relacionados ao tegumento e a qualidade
de sementes de soja.

A estratégia da mineragdo de marcadores moleculares
a partir da integracdo in silico de seqiiéncias de marcadores
moleculares ainda andnimos, bancos de dados genomicos e
bancos contendo seqiiéncias com descri¢cdes funcionais dos
genes demonstra ser promissora, pois, possibilita prever
as funcdes para estes genes e verificar a associa¢do destes
com rotas bioquimicas ¢ metabolicas responsaveis pelas
caracteristicas que se deseja analisar em rotinas in vitro.

O uso desta estratégia, integrando conhecimentos
sobre um modelo biologico de uma ou mais espécies,
pressuposicdes bioquimicas e fisiologicas dos caracteres a
serem estudados e a associagao destes com informagdes sobre
marcadores moleculares e dados da gendomica funcional e
estrutural ¢ a principal aplicagdo pratica da bioinformatica
no contexto das ciéncias agrondmicas, pois possibilita prever
antecipadamente quais marcadores moleculares sdo os
melhores candidatos para diferentes aplicacdes, resultando
na reducdo de custos e tempo.
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