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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma espécie hexaploide que possui numero
basico de cromossomos igual a 7 (2n=6x=42), é um dos cereais mais cultivados no
mundo, juntamente com o milho e o arroz, no Brasil, sua producéo esta concentrada
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Parana(FEDERIZZI, et al, 2005).
O trigo esta presente na dieta da maioria da populacdo mundial, pois esta contido
em alimentos basicos, constituindo fonte essencial, principalmente, de amido e
gliten. O amido é um polissacarideo, sintetizado pelos vegetais para ser utilizado
como reserva energética. Sua sintese ocorre principalmente nos plastideos, a partir
da polimerizacdo da glicose, resultante da fotossintese. (TAIZ e ZEIGER, 2004). O
granulo de amido consiste de dois carboidratos principais: amilose e amilopectina. O
conteudo relativo e a composi¢ao quimica do amido em trigo utilizado nas industrias,
afeta a qualidade de seus derivados. Nesse sentido, ferramentas da biotecnologia
podem auxiliar o desenvolvimento de marcadores moleculares associado ao carater
qualidade e rendimento de graos. Microssatélites ou SSRs (simple sequence repeat)
sdo sequéncias de DNA formadas pela disposicdo em série de nucleotideos
repetidos em arranjos formados entre dois e seis pares de bases (MORGANTE &
OLIVIERI, 1993) e devido suas caracteristicas como marcadores moleculares, os
microssatélites se tornaram uma importante ferramenta para ligar variagdes génicas
a variacdes do fendtipo. A prospeccao de marcadores SSRs localizados em genes
associados a via do amido e da sacarose pode fornecer avangos para a selecéo de
constituicbes genéticas superiores para a qualidade industrial em trigo.

O objetivo do trabalho foi buscar in silico marcadores microssatélites em
regides expressas que codificam para enzimas da via metabdlica do amido e
sacarose em trigo (Triticum aestivum L.).

2 METODOLOGIA

Genes da via metabdlica do amido e sacarose em arroz (Oryza sativa L.)
foram coletados na base no banco de dados do KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Foram selecionados 81 genes que posteriormente foram
alinhados no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando a ferramenta tBLASTn (alinhamento local) no intuito de
encontrar sequéncias homologas nas sequencias expressas (ESTs - expressed
sequence tag) depositadas para o genoma do trigo (Triticum aestivum L.). Foram
consideradas as sequéncias com cobertura maior que 55% e E-value menores que
e, Ap6s a obtencéio das seqiiencias homoélogas em trigo, com auxilio do programa
Blast2GO (CONESA et al., 2005) foi realizada a anotacdo da ontologia génica das
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sequéncias de ESTs e identificada a posi¢cao do produto génico na via metabdlica do
amido e sacarose. Uma vez detectadas as ESTs envolvidas nesta via, foi realizada a
busca por locos de microssatélites, utilizando o programa computacional
SSRLocator (MAIA et al.,2008). Foi realizada a busca por motivos mondmeros,
dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros e hexameros com repeticbes em seérie
formando fragmentos maiores que 12 pares de bases, este procedimento realiza a
busca de microssatélites tanto de classe | onde as regibes repetidas em série
formam fragmentos acima de 20 pares de bases, quanto os microssatélites de
classe Il que sdo aqueles com regides repetidas em série constituindo fragmentos
variando de 12 a 20 pares de bases. Foram considerados como parametros de
busca o intervalo de 100 pares de bases entre os locos microssatélites e até cinco
pares de bases entre regides imperfeitas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do alinhamento local das sequéncias de DNA dos 81 genes de O.
sativa envolvidos na via metabodlica do amido e sacarose com o banco de ESTs de
T. aestivum, foram encontradas 65 ESTs que codificam para 27 enzimas da via
metabolica do amido e sacarose em trigo (Tabela 1). Foram encontradas ESTs para
as enzimas: UDP-glucuronate 4-epimerase, starch synthase, glucokinase, beta-
fructofuranosidase, fructokinase, beta-amylase, alpha-amylase, phosphorylase,
phosphoglucomutase, sucrose synthase, sucrose alpha-glucosidase, UDP-glucose
6-dehydrogenase, xylan 1,4-beta-xylosidase, alpha-glucosidase, glucose-6-
phosphate isomerase, pectinesterase, glucose-1-phosphate uridylyltransferase,
sucrose-phosphate synthase, alpha-glucanotransferase. Foram encontrados locos
microssatélites em ESTs correspondentes a 19 enzimas (Tabela 1), sendo que as
enzimas em que mais foram encontrados SSRs foram UDP-glucuronate 4-
epimerase, beta-fructofuranosidase, fructokinase e starch synthase (Tabela 1).
UDP-glucuronate 4-epimerase possui como funcdo principal converter UDP-
glucuronato em UDP-D-galacturonate, essa enzima além de participar da rota
metabolica do amido e sacarose também atua no metabolismo de acucares
nucleotideos; starch synthase tem por funcdo a convercdo de ADP-glicose em uma
corrente de residuos de D-glucose unidas por ligacbes 1,4-alfa-glicosidica em ADP
e uma cadeia alongada de residuos de glicose, a enzima beta-fructofuranosidase
catalisa a hidrdlise de carboidratos beta-fructofuranosidicos e, no caso da sacarose,
permite a obtencdo de uma mistura de acucares formada por glicose e frutose. A
fructokinase especificamente catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do ATP
(substrato) para a frutose como o passo inicial na sua utilizagéo.

4 CONCLUSAO

Foram encontradas 65 regides expressas no trigo que codificam para 27
enzimas na via metabdlica do amido e sacarose em trigo. Com base nestas
informacdes ¢é possivel desenvolver iniciadores microssatélites que serdo
posteriormente utilizados na caracterizacédo de populacdes segregantes de trigo bem

como para mapeamento e selecao de constituicbes genéticas superiores.
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Tabela 1. Motivos de microssatélites encontrados em sequéncias expressas (ESTs) de trigo
envolvidas na via metabdlica do amido e sacarose. CGF/UFPel, 2010.

Identificacao Cédigo N.Locos SSR
(CGCOC)3
(TGCT)4
ec:5.1.3.6 - UDP-glucuronate AK334068.1 1 (GGCG)4-(GCGG)3
4-epimerase (CCcn4
(CTC)5
AJ292521.1 1 (GCA)4
(GCA)4-(CGC)4
ec:2.4.1.21 - starch synthase AK330838.1 1 (TCCAG)3
(CGG)4
EU333947.3 1 (CCT)4
. . (GGCG)3-(GCGB)5-(GGCGB)3-
ec:2.7.1.2 — glucokinase AK336196.1 4 (GGCG)3-(GCG)5
AK332966.1 1 (CGO)4
AF069309.1 1 (ATGG)3
ec:3.2.1.26 - beta- AB089269.1 1 (ATG)7
fructofuranosidase 1
AF030420.1 (TAGC)3
AK332352.1 2 (TGC)5-(GGC)4
1 (GCOC)4
BT008921.1 (GCO)5
. ) . AK332956.1 1 (CT)8
ec:2.7.1.4 - fructokinase AK332966 1 1 (CGO)
AK332005.1 1 (GCCs
ec:3.2.1.2 - beta-amylase X98504.1 1 (AGTG)3
ec:3.2.1.1 - alpha-amylase X98504.1 1 (AGTG)3
ec:2.4.1.1 — phosphorylase EU595762.1 1 (GGA)4
ec:5.4.2.2 — phosphoglucomutase AK332203.1 1 (GCGA)3
. ) AK332338.1 1 (GAAA)3
ec:2.4.1.13 - sucrose synthase AJO00153.1 1 (TGAA)3
. ) ) . AK332352.1 2 (TGC)5-(GGC)4
ec:3.2.1.48 - sucrose alpha-glucosidase AF030420 1 1 (TAGC)3
ec:1.1.1.22 - UDP-glucose 6- AK332412.1 1 (GCCT)4
ec:3.2.1.37 - xylan 1,4-beta-xylosidase AK333015.1 1 (TCGC)3
ec:3.2.1.20 - alpha-glucosidase AK333015.1 1 (TCGC)3
ec:5.3.1.9 - glucose-6-phosphate AK333308.1 L (CCD4
Isomerase DQ456872.1 2 (TCCG)3-(CCGC)3
ec:3.1.1.11 — pectinesterase AK335586.1 1 (GGAY4
ec:2.7.7.9 - UTP-glucose-1-phosphate BT009219.1 1 (GCC)M4
ec:2.4.1.14 - sucrose-phosphate AF534907.1 2 (TCC)4-(GCG)5
ec:2.4.1.25 - 4-alpha-glucanotransferase = DQ068045.1 1 (CCT)4




