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RESUMO

A soja, [Glycine max (L.) Merr.], cultura autbgama, com 2n = 40 cromossomos,
apresenta baixo nivel de polimorfismo, explicado ndo sé pelo seu modo de propagagdo, mas
também pela enorme selecdo artificial a qual tem sido submetida ao longo do seu
melhoramento. Por ser a classe de marcadores mais informativa, a técnica de
microssatélites (SSR) tem sido usada para estudos de DNA fingerprinting, desenvolvimento
de marcadores e mapas genéticos desta cultura. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar, geneticamente, 16 linhagens de soja, dos quais trés acessos foram
constituidos de soja selvagem e o restante comercial, por meio de marcadores tipo
microssatélites, visando acessar sua variabilidade genética e fornecer subsidios aos
programas de melhoramento. Para analise do material, o protocolo MINIPREP foi usado
para a extragdo de DNA, seguido de amplificagéo com 30 pares de primers. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose metaphor® 3%
e as imagens digitalizadas por meio do software Multi-Analyst®. Para cada marcador
utilizado no estudo foi calculado o valor de PIC (Polymorphism Information Content), as
distancias genéticas foram calculadas pelo método de Porcentagem de Desacordo (PD) e a
analise de cluster por UPGMA. Da andlise de microssatélites resultaram 109 alelos, com
tamanho variando entre 20 e 500 pares de bases. O nimero de alelos detectados variaram
de 2 a 5 e os valores de PIC, 0.12 a 0.73, de acordo com o marcador. O nivel de
informatividade (PIC) é uma medida importante na escolha de marcadores, pois
demonstram, além do numero de alelos expressos, a capacidade discriminatoria dos
mesmos entre as linhagens de interesse. O polimorfismo de loci SSR detectados por meio
de agarose metaphor® mostrou-se eficiente, pois separa fragmentos distintos em até 10
pares de bases, além de ser uma técnica eficiente para laboratorios que buscam resultados
em pouco tempo. A distancia genética limite calculada entre os 16 gendtipos de soja
analisados foi de 42%. Gendtipos selvagens formaram um grupo separado com relacéo as
linhagens comerciais no dendrograma. As informacbes geradas no estudo de DNA
fingerprinting de soja serdo importantes num programa de melhoramento, pois permitirdo
guiar os cruzamentos, de forma a evitar aqueles endogamicos, desenvolver marcadores de

cruzamento, caracterizar novas cultivares comerciais e na conversiao de linhagens.
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INTRODUGAO

1.1 - A cultura da Soja

A soja, [Glycine max (L.) Merr.], é uma das mais importantes leguminosas
cultivadas no mundo. Origindria da regido leste da China, sua domesticacao
ocorreu por volta do século Xl a.C.. A partir dai, foi introduzida em outras regides
do oriente e sudeste da Asia. Sua introducdo no ocidente deu-se a partir do
século XIl e, particularmente, no Brasil, em 1882 (EMBRAPA, 1996). Gragas as
caracteristicas de elevado teor de proteinas (20%) e 6leo (40%) das sementes, a
soja representa 51% da produgdo mundial total das principais oleaginosas
(ROESSING et al., 1993). Isso gerou um vasto complexo agro-industrial destinado
ao processamento de derivados dessa cultura, tornando-a uma das principais
commodites do mundo (EMBRAPA, 1998). Gragcas ao melhoramento genético
desenvolvido, realizado para adaptar a cultura as condicdes locais, o Brasil
tornou-se o 2° produtor mundial (SOUZA, 1999). O pais, hoje, participa com
aproximadamente 18% da producdo mundial, embora seja o pais com maior
potencial de expansdo de éarea e produtividade (EMBRAPA, 1998). Na safra
1997/1998, a area cultivada desta cultura superou os 13.135.400 hectares, com

uma producéo ao redor de 31.355.800 milhdes de toneladas (CONAB, 1998).



Botanicamente, a soja é classificada na familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género Glycine, no qual ha dois subgéneros:
Glycine e Soja. E neste Ultimo que se encontram as espécies: [Glycine max (L)
Merr], a soja cultivada e [Glycine soja (L.) Sieb. e Zucc.], sua provavel
progenitora. Planta autégama, com 2n = 40 cromossomos, apresenta uma base
genetica estreita que é explicada ndo sé pelo seu modo de propagacéo, mas
também pela enorme selec&o artificial a qual tem sido submetida ao longo do seu
melhoramento (HADLEY e HYMOWITZ, 1973).

Visando obter uma maior produtividade, estabilidade, resisténcia a doencas
€ pragas e alta qualidade fisiolégica das sementes, os melhoristas executam
Cruzamentos artificiais entre os gendtipos de interesse. Tais cruzamentos séo
monitorados por meio marcadores morfoldgicos, como cor de flor e/oy hilo, para
confirmagé&o da geraczo F, (SEDIYAMA, 19886). Entretanto, o pequeno nimero de
marcadores morfologicos distintos em uma mesma linhagem reduz a
probabilidade de se encontrar associagles significativas entre estes marcadores
COm caracteristicas de importancia econdmica da cultura (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). Assim, marcadores moleculares podem tornar a técnica
de selecdo eficiente e extremamente Util no melhoramento desta cultura, em

conjunto com a tradicionalmente feita por meio da analise do fenétipo.

1.2 - Marcadores Moleculares

As limitagGes advindas pelos métodos de avaliacdo fenotipica puderam ser
reduzidas a partir do advento da Biologia Molecular, que trouxe técnicas
disponiveis para a detec¢éo de polimorfismo diretamente ao nivel de DNA, pontos
de referéncia nos cromossomos denominados marcadores moleculares

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). A andlise de polimorfismos de DNA tem



se mostrado particularmente util para a caracterizagdo genética de fontes
bioldgicas, pois estes sdo fenotipicamente neutros e nao sujeitos aos efeitos do
ambiente (FAIRBANKS et al., 1993 apud BELELE, 1997). Métodos moleculares
sao importantes em estudos de variabilidade genética entre linhagens, na selegéo
de pais para cruzamentos, no reconhecimento das variedades para fins legais e
no controle de pureza no processo de produgdo de sementes (DUDLEY, 1993).

A utilizagcdo de marcadores moleculares na andlise de variabilidade tem um
grande numero de aplicagbes no melhoramento de plantas. Ela permite o
entendimento e organizacdo da base genética das linhagens de interesse,
facilitando a definic&o das estratégias de cruzamento e auxiliando na deteccéo de
provaveis marcadores para genes de interesse agrondmico (BARBOSA NETO et
al., 1998).

Desde o inicio de sua utilizagdo, as técnicas de marcadores moleculares
passaram por intensa evolugéo. Os primeiros marcadores moleculares utilizados
foram as isoenzimas, as quais tém a vantagem de fornecer respostas rapidas a
baixos custos. Porém, sdo de uso limitado devido ac pequeno numero de /oci
detectaveis para a andlise, ao baixo polimorfismo detectado, a influéncia do
ambiente na atividade isoenzimatica e a dependéncia do estadio de
desenvolvimento da planta (HELENTJARIS, 1992 apud TORRES, 1996).
Posteriormente, surgiram os marcadores de DNA, capazes de detectar diferencas
na informagdo genética entre individuos. Dentre eles destacam-se o RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). As
metodologias, vantagens e limitagbes destas técnicas foram descritas por
FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1996).

Marcadores baseados em /oci hipervariaveis de microssatélites (Simple
Sequence Repeats - SSR) tém ganhado cada vez mais importancia. No inicio dos
anos 80, foi comprovado por meio de varios experimentos que uma grande parte

do genoma dos eucariotos é rico em regibes repetitivas, que consistem de



pequenas sequéncias com 1 a 4 nucleotideos de comprimento, repetidas em
tandem. O termo microssatélites ou seqUéncias simples repetidas, SSR, foi
introduzido em 1989 para definir tais /oci. Estas sequéncias representam o maior
componente de DNA satélite e da heterocromatina, e tém sido caracterizadas e
descritas em varias espécies animais e vegetais. A presenca de numero variavel
de nucleotideos nos microssatélites geram polimorfismo, o qual pode ser
detectado a partir da amplificagio via técnica PCR (Polymerase Chain Reaction),
utilizando primers especificos, de 20 a 30 pares de bases, complementares a
sequéncias unicas que flanqueiam essas sequéncias simples repetidas. Cada
segmento amplificado possui tamanho diferente, podendo ser visualizado,
eletroforeticamente, em gel de alta resolugdo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996).

A utilidade dos microssatélites encontra-se em dois fatores principais:
1 - possuem o mais elevado nivel de informagcéo de polimorfismo detectado
(PIC - Polymorphism Information Content), gracas a caracteristica multialélica e
2 - s8o capazes de distinguir individuos préximos, que estejam segregando para
poucas caracteristicas, porque sdo freqlientes e distribuidos ao acaso, permitindo
a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto (POWELL et al.,1996).
Por isso, marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados no
melhoramento genético de culturas de importancia econdmica. Eles tém se
mostrado eficientes para o estudo de diversidade genética, determinagdo da
relagdo de parentesco, mapeamento de genomas e identificacdo de variedades,
cultivares e clones de espécies como milho, arroz, sorgo, girassol, trigo e tomate
(MOHAN et al., 1997). Marcadores SSR também estdo sendo utilizados para
identificar gendétipos resistentes ao nematoide do cisto, uma das maiores causas
de baixa produtividade da cultura de soja (PABHU et al., 1999).

Em soja, varios grupos estdo desenvolvendo marcadores e mapas
genéticos baseados em SSR por serem a classe de marcadores mais informativa.

Isto deve-se ndo somente a grande expressdo e valor comercial desta cultura no



mundo, mas também aos baixos niveis de diversidade genética no DNA
encontrados por outros marcadores em germoplasma cultivado, o que tem
tornado a construcdo de mapas genéticos baseados em RFLP ou mesmo RAPD
dificil e tediosa (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996; MILACH, 1998).

Outro campo potencial do emprego de microssatélites € na caracterizagao
genetica de variedades para patenteamento. A Lei de Protegcdo de Cultivares
(Plant Variety Protection Office - PVPO) visa assegurar aos melhoristas de
plantas a propriedade sobre as cultivares langadas comercialmente. Desta forma,
& fundamental o estabelecimento de critérios objetivos para a identificacdo de
novos genotipos. Por identificar diferencas no DNA, determinando um padr&o
especifico para cada material, técnicas moleculares poderdo ser uma eficiente
alternativa na comparacao de diferentes variedades com reduzida margem de
erro (BARBOSA NETO et al., 1998). A determinacéo deste padrdo, chamado DNA
fingerprinting, foi, originaimente, definidko como o método que detecta as
diferencas na sequéncia caracteristica de nucleotideos entre os individuos por

hibridizacdo de sondas especificas multialélicas (JEFFREYS et a/., 1985).

1.3 - DNA fingerprinting

No inicio da década de 90, varias técnicas aprimoraram 0s meios uteis
para detectar o DNA fingerprinting, sendo a mais importante delas o surgimento
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que resultou em determinar o padrao
de bandas por amplificagdo de um fragmento especifico de DNA (WEISING et al.,
1995). Nas analises dos genomas de plantas, DNA fingerprinting foi introduzido
em 1988, ao demonstrar-se padrdes de fragmentos diferentes de DNA entre duas
variedades de cevada, Hordeum vulgare, por meio da digestdo do DNA com

Haelll e hibridizacdo com a sonda M13 (RYSKOQOV ef al., 1988).



Em soja, cultura que possui baixos niveis de polimorfismo, SSR s&o
especialmente Uteis para andlise da base genética. Para caracterizar 58
genodtipos de soja cultivada, [Glycine max (L.) Merr.], e soja selvagem, [Glycine
soja (L.) Sieb. e Zucc.], 17 sondas de RFLP foram utilizadas. Apesar do nimero
relativamente alto de sondas, somente 7 genctipos foram identificados. Em 15 de
17 loci RFLP, somente dois alelos foram encontrados (KEIM et al. 1989).
Adotando a técnica de microssatélites, 96 genétipos de soja foram identificados.
Entre 11 e 26 alelos foram encontrados para 7 primers utilizados. A
informatividade desses marcadores foi, em média, de 0.87 (RONGWEN et al.,
1995). Na determinagdo de um mapa de ligagdo genética em soja utilizando
marcadores RFLP, SSR, isoenzimas e morfoldgicos de gendtipos do cruzamento
de Glycine max X Glycine soja, microssatélites constituem a mais poderosa
classe de marcadores da atualidade, por constituirem marcadores multialélicos e
co-dominantes, resultando no mais alto polimorfismo (CREGAN et a/., 1999).

Diante do exposto, o uso de marcadores moleculares tipo microssatélites
em soja & uma ferramenta fundamental para estudos de DNA fingerprinting, pois
trata-se de um trabalho bdsico, no qual as informacdes obtidas sdo de

fundamental importancia para o sucesso de um programa de melhoramento.



OBJETIVO

Caracterizar, geneticamente, linhagens de soja, [Glycine max (L.) Merr.],
por meio de marcadores tipo microssatélites, visando acessar sua variabilidade

genética e fornecer subsidios aos programas de melhoramento dessa cultura.



MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido no Laboratério de Genética Molecular da

Empresa Novartis Seeds, centro de pesquisa em Uberlandia-MG.

3.1 - Material biolégico

Dentre os materiais do Banco de Germoplasma da Empresa Novartis
Seeds, 16 gendtipos de soja [Glycine max (L.) Merr.] foram cedidos para este
estudo, dos quais trés acessos sdo constituidos de soja selvagem e o restante
das linhagens & comercial (Tabela 1).

As sementes de cada gendtipo foram semeadas em casa de vegetagéo.
Cerca de cinco dias ap6s a germinagao, foram coletadas folhas das plantas para

extragéo do DNA.



TABELA 1: Genétipos utilizados no trabatho e seus respectivos Pedigree

Genoétipos Pedigree
"""""""" LASUPREMA  FT-Crstalina///Hood/Hil/PI 494454
HARTWIG Forrest*4/Pl 437654
ESSEX Lee/S 5-7075
PEKING (Silvestre)
CENTENNIAL D64-4636/Pickett 71
SPRING Williams/Essex
HA 200 F81-5344/Santa Rosa
B 412113 Spring/A4715
P1 90763 (Silvestre)
Pl 88788 (Silvestre)
BEDFORD Forrest*2//D68-18/P| 88788
COKER 6738 Braxton/Coker 368
S 51-00 Pio9471/Coker 6973
S 57-11 A5474/Braxton
S 80-J2 AB297/H6686
S 83-30 Braxton/Coker 368

3.2 - Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA das plantas foi utilizado o protocolo MINIPREP
(DOYLE e DOYLE, 1990) com modificagdes. Primeiramente, o tecido vegetal foi
congelado em nitrogénio liquido. Em tubos eppendorf de 1.5 mL com bolinhas de
vidro, as folhas foram maceradas com a utilizagdo de um grinder, que permitiu o
rompimento mecanico das paredes e membranas celulares. O pd obtido foi
ressuspendido em 400 uL de tampéo de extragado (1.4 M NaCl, 100 mM Tris HCI
pH 80, 20 mM ED.TA, 1% CTAB, 01% pB-Mercaptoetanol e 1%
Polivinilpirrolidone - PVP 40) com pH entre 8.0 e 9.0, favoravel a atuacdo de

enzimas. As amostras foram, entéo, incubadas a 65°C por um periodo de 40 min,



com agitagdo intermitente a cada 10 min, permitindo homogeneizacdo da
suspensao.

Apds incubacéo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente durante
10 min. Em seguida, adicionou-se 400 puL de solvente organico cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), sendo o produto centrifugado a 14.000 rotacdes por minuto
(rpm) por 15 min. Nesta etapa, proteinas e fragmentos celulares foram separados
do DNA e o sobrenadante foi transferido para outro tubo. Esta etapa foi repetida
para se apurar a qualidade do DNA. A precipitagdo foi feita com 400 ulL de
isopropanol previamente resfriado. Novamente, os tubos foram centrifugados nas
mesmas condigbes descritas acima. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado por duas vezes com etanol 70% e uma com etanol 95%. utilizando o
mesmo procedimento de centrifugacdo. O pelflet foi mantido em temperatura
ambiente para secar e depois ressuspendido em 100 uL de T.E. (10 mM Tris HCI
pH 7,5 e 1 mM E.D.T.A)), contendo RNAse na concentracio final de 40 ug/mL e
incubado a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 10 uL de NaCl 5M
juntamente com 65 ul de isopropanol gelado para precipitar, novamente, o DNA,

que foi ressuspendido em 100 uL de T.E., apds sucessivas lavagens em etanol.

3.3 - Quantificacao e qualificagdao do DNA

Apbs a extragdo, a qualidade do DNA foi analisada eletroforeticamente em
gel de agarose comum 1% com uma voltagem constante de 80 V durante 60 min.
As amostras de DNA foram, entdo, quantificadas em espectrofotdmetro, para
leitura de absorbancia a 260 nm. Calculou-se a concentragdo de DNA a partir da

formula:

10



[DNA] ng/uL. = OD260 x 50 x Fator de Diluicao,

na qual: OD260 ¢ o valor da leitura da absorbancia em onda 260;

50 ¢ o fator de conversao para DNA dupla-fita;

Fator de diluigcao é a razio volume total (198 pl de agua + 2 pL de DNA) /

volume da amostra de DNA (2 ul).

Apés a quantificagdo, as amostras de DNA foram diluidas para uma
concentracao final de 15 ng/uL, que constituiu a colecéo de solugbes de trabalho

para a PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase).

3.4 - Amplificagao do DNA

As reacdes para amplificagao foram feitas para um volume final de 15 pL e
submetidas a PCR em termocicladores PTC 200, por 1 ciclo de 2 min a 95°C, 40
ciclos de 15 seg a 94°C, 0 seg a 69°C e 45 seg a 47°C e 1 ciclo de 2 min a 72°C.

Na tabela 2, estdo apresentados os reagentes que constituiram tais reagoes.

TABELA 2: Constituintes das reacdes de amplificagao

.SOLU(}AO VOLUME DE CONCENTRAGAO FINAL
ESTOQUE CADA REAGAO
______ HQOester|I728uL_

Tampéo da PCR 10X 1,5 pL 1X

(20 mM MgCly)

dNTPs (5 mM) 0,75 uL 250 uM

Primers RF (25 uM) 0,3 L 0,50 uM

Taq DNA polimerase (5 U/ul) 0,17 uL 0,05 U/uL

DNA gendmico (15ng/ul) 5,0 pL 75 ng

Total 15,0 L

11



Foram utilizados 30 pares de primers de, em média, 20 pares de bases,
distribuidos nos grupos de ligagdo do genoma de [Glycine max (L.) Merr.], cujas
sequéncias foram obtidas em banco de dados de dominio publico

(http://129.186.26.94/default.html) (Tabela 3).
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TABELA 3: Primers utilizados para amplificar o DNA dos 16 gendtipos e suas respectivas

seqiiéncias de nucleotideos

Primer Grupo de Seqiiéncia
Ligagéio Ee SRR e e e e

Forward (5’ - 3) Reverse (3’ — b')

SATT - 142 H GGACAACAACAGCGTTTTTAC TTTGCCACAAAGTTAATTAATGTC

SATT - 147 Dia+Q CCATCCCTTCCTCCAAATAGAT CTTCCACACCCTAGTTTAGTGACAA

SATT - 156 L CGCACCCCTCATCCTATGTA CCAACTAATCCCAGGGACTTACTT

SATT - 168 B2 CGCTTGCCCAAAAATTAATAGTA CCATTCTCCAACCTCAATCTTATAT

SATT - 184 Dia+Q GCGCTATGTAGATTATCCAAATTACGC GCCACTTACTGTTACTCAT

SATT - 185 E GCGCATATGAATAGGTAAGTTGCACTAA GCGTTTTCCTACAATAATATTTCAT

SATT - 190 c1 GGGAGTGTGAACTTACATTGTCT GGGCCTTGAATTTTGTGCTAT

SATT - 231 E GCGTGTGCAAAATGTTCATCATCT GGCACGAATCAACATCAAAACTTC

SATT - 242 K GCGTTGATCAGGTCGATTTTTATTTGT GCGAGTGCCAACTAACTACTTTTATGA

SATT - 260 K GCGCCAAATGTATACTTTAAATTCTT GCGGGTTTAGCTAAAATAGTTCGTGC

SATT - 276 A1l GCGGACGGTAAGGACTATTTATGATA GCGTCAGATGAAAAAAAATAAGATAC

SATT - 277 c2 GGTGGTGGCGGGTTACTATTACT CCACGCTTCAGTTGATTCTTACA

SATT - 281 c2 AAGCTCCACATGCAGTTCAAAAC TGCATGGCACGAGAAAGAAGTA

SATT - 285 J GCGACATATTGCATTAAAAACATACTT GCGGACTAATTCTATTTTACACCAACAAC

SATT - 311 D2 GGGGGAACCACAAAAATCTTAATC GTTGAAGCTCAGGCTGTGATGAAT

SATT - 339 N TAATATGCTTTAAGTGGTGTGGTTATG GTTAAGCAGTTCCTCTCATCACG

SATT - 353 H CATACACGCATTGCCTTTCCTGAA GCGAATGGGAATGCCTTCTTATTCTA

SATT - 371 c2 TGCAAACTAACTGGATTCACTCA GAGATCCCGAAATTTTAGTGTAACA

SATT - 373 L TCCGCGAGATAAATTCGTAAAAT GGCCAGATACCCAAGTTGTACTTGT

SATT - 385 A1 AATCGAGGATTCACTTGAT CATTGGGCCACACAACAAC

SATT - 417 K TCTTGCTAATTGCTTCATTTCAT AATTGCTTGGGATTTTCATTT

SATT -436 Dia+Q GCGTATAAAGAAAAACGAGCATATCAT GCGCTTATAAAGGCTTGTGAAAGACACT

SATT - 440 1 TGAGAACGTTTGAAAAGAGAT GAAGAGATTAAGCATAAAGAATACTT

SATT - 458 D2 TTGGGTTGACCGTGAGAGGGAGAA GCGAACCACAAACAACAATCTTCA

SATT - 463 M TTGGATCTCATATTCAAACTTTCAAG CTGCAAATTTGATGCACATGTGTCTA

SATT -472 G GCGAATACATAAAACTCAAATTCAAATCATA  GCGTTCTATAAATTTCATTCATAGTTTCAAT

SATT - 487 o) ATCACGGACCAGTTCATTTGA TGAACCGGCGTATTCTTTTAATCT

SATT - 509 B1 GCGCTACCGTGTGGTGGTGTGCTACCT GCGCAAGTGGCCAGCTCATCTATT

SATT - 534 B2 CTCCTCCTGCGCAACAACAATA GGGGGATCTAGGCCATGAC

SATT - 537 Dib+W GCGTGTACATCAAAATGGTGTATTC GCGGGAGGAACTTTGTCTCAGTAAT




3.5 — Separagao de fragmentos e visualizagao dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese horizontal em
gel de agarose metaphor® 3%, usando tamp&o Tris-Borato EDTA (TBE) 0,5X.
Para a visualizagdo das bandas de DNA, foi utilizado brometo de etidio em uma
concentacéo de 0,5 ug/mL. Apos 120 min de corrida nas cubas de eletroforese a
125 V, os padrées de bandas foram visualizados em transiluminador UV e as

iImagens digitalizadas por meio do soffware Multi-Analyst®.

3.6 - Analise de dados

Os alelos obtidos de cada primer foram registrados como presenca (1) ou
auséncia (0) para cada gendtipo avaliado, gerando uma matriz de valores
binarios, que foi analizada pelo programa STATISTICA 4.5 A (1993), para o
calculo de distancia genética e andlise de cluster.

As distancias genéticas foram calculadas pelo método de Porcentagem de
Desacordo (PD), que é dado pela formula N’ a5/ N 1, na qual N’ sz € 0 ndmero
total de bandas polimérficas entre os genoétipos comparados e N 1 é o nimero
total de bandas (PUTERKA et al, 1993 apud CABRAL, 1997).

A andlise de cluster foi feita pelo Método N&o-ponderado de Agrupamento
aos Pares utilizando médias aritméticas (UPGMA), o qual agrupa, inicialmente,
individuos mais similares e assim, sucessivamente, até individuos ou grupos mais
distantes.

Para cada primer utilizado no estudo foi calculado o valor de PIC

(Polymorphism Information Content) usando a férmula:
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PIC=1-3"f? i=1

na qual: fi? é a frequéncia do i alelo.

O valor de PIC proporciona uma estimativa do poder discriminatério de um
locus, ndo somente pelo nimero de alelos que expressa, mas também pela
frequéncia desses alelos entre os gendtipos analisados. Os valores de PIC
oscilam entre 0 (monomérfico) e 1 (altamente discriminatdrio, com muitos alelos

em freqUiéncias iguais) (SMITH et al., 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No banco de dados disponivel sobre [Glycine max (L.) Merr], de dominio
publico (http://1 29.186.26.94/default.html), s&o listados 500 pares de primers SSR
distribuidos ao longo do genoma da especie. Dentre estes, os primers utilizados
neste estudo foram escolhidos de forma que garantissem uma maior cobertura
dos grupos de ligacdo do genoma de soja, descritos por CREGAN et a/. (1999), e
considerando sua disponibilidade no acervo do laboratério. Isso foi levado em
consideragdo para que a base genética dos genodtipos analisados fosse
amostrada de forma abrangente.

Foram obtidos produtos amplificados em todas as reacoes envolvendo os
30 pares de primers utilizados neste estudo. Da analise de microssatélites
resultaram 109 alelos, com tamanho variando entre 20 e 500 pares de bases 0]
numero de alelos detectados variaramde 2 g 5 dependendo do primer utilizado.
Os valores de PIC variaram de 0.12 2 0.73 de acordo com O marcador (Tabela 4).
Microssatélites qué apresentaram o maior numero de alelos expressados,
possuem o maior valor de PIC, como pode ser observado com os microssatélites
SATT 260 e SATT 353, que apresentaram 5 alelos e o maior valor de PIC, 0.73.
Os microssatélites SATT 142 e SATT 417 apresentaram 2 alelos e nivel de
informatividade baixo, 0.12 e 0.28, respectivamente. Em contrapartida, a F igura 1,
apresenta o padrido de amplificacdo de fragmentos de DNA do microssatélite

SATT 277, que, apesar de expressar 5 alelos, possui PIC 0.50, ou seja, o nivel
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discriminatério desse marcador é relativamente baixo, o que é explicado pela
frequéncia desigual dos 5 alelos entre os gendtipos avaliados. J& o microssatélite
SATT 231 apresenta o valor de PIC relativamente alto, 0.66, apesar de expressar
somente 3 alelos. Tais dados ressaltam a importancia de se avaliar previamente
marcadores a serem aplicados nos programas de melhoramento, para que os
i mais informativos sejam utilizados. A andlise baseada somente no nimero de
alelos expressos néo é suficiente, visto que o poder discriminatorio é determinado
pela frequéncia desses alelos entre os gendtipos avaliados. O alto nivel de
polimorfismo observado nos locos microssatélites comprovou a eficiéncia da
tecnica para estudos de DNA fingerprinting em espécies vegetais, o que havia
) sido observado anteriormente (RONGWEN et al., 1995). Em soja, cultura de

importéncia econdmica, marcadores microssatélites tornam-se ferramenta ideal

para estudos de DNA fingerprinting, ja que possui baixa variabilidade genética.

1234567 89 10 111213 14 15 16

Figura 1. Padrdo de amplificagdo de fragmentos de DNA obtidos do
. microssatélite SATT 277 para os 16 gendtipos analisados em gel de

- agarose metaphor® 3%. Sequéncia dos gendtipos: 1 - LA SUPREMA,
- 2 - HARTWIG, 3 - ESSEX, 4 - PEKING, 5 - CENTENNIAL, 6 - SPRING, 7 - HA 200,
B 8 - B 412113, 9 - Pl 90763, 10 - Pi 88788, 11 - BEDFORD, 12 - COKER 6738,
- 13- S 51-00, 14 - S 57-11, 15 - S 80-J2, 16 - S 83-30
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Tabela 4: Relagéo do nimero de alelos e PIC para cada microssatélite usado

Microssatélite Namero de Alelos PIC
.............. AT g
SATT - 147 4 0.66
SATT - 156 2 0.49
SATT - 168 3 0.59
SATT - 184 3 0.45
SATT - 185 3 0.29
SATT - 190 3 0.59
SATT - 231 3 0.66
SATT - 242 4 0.68
SATT - 260 5 0.73
SATT - 276 4 0.65
SATT - 277 5 0.50
SATT - 281 4 0.69
SATT - 285 5 0.72
SATT - 311 5 0.71
SATT - 339 3 0.63
SATT - 353 5 0.73
SATT - 371 4 0.68
SATT - 373 4 0.67
SATT - 385 4 0.62
SATT - 417 2 0.28
SATT - 436 2 0.38
SATT - 440 4 0.71
SATT - 458 4 0.49
SATT - 463 3 0.53
SATT - 472 4 0.49
SATT - 487 3 0.63
SATT - 509 4 0.68
SATT - 5634 4 072
SATT -537 4 0.65




Para a detecgéo das variantes alélicas, a técnica eletroforética foi utilizada.
Como o polimorfismo detectado por marcadores microssatélites difere em poucos
pares de bases de um alelo para outro, agarose metaphor® foi empregada. Por
possuir uma ‘malha’ mais intensa, permite a separagéo de fragmentos em até 10
pares de bases, além de ser mais facil de ser preparada numa rotina de
laboratério que busca volume e rapidez nos resultados. Os géis podem ser
reutilizados, compensando o alto custo dessa agarose especial. Entretanto,
alguns marcadores SSR apresentaram 2 alelos, como o SATT 417 (Figura 2).
Para uma melhor visualizagdo da separagdo desses fragmentos seria melhor a
aplicagio das reagbes em géis de poliacrilamida. Visto que tais géis nao sao
praticos na obtencdo rapida de resultados, a ndo ser em sistemas automaticos,
primers que apresentam essa particularidade sdo substituidos por outros que se
localizam no mesmo grupo de ligagéo, garantindo completa cobertura do genoma,
€ que possuem alto valor de PIC. Acessar a base genética dos materiais
utilizados nos programas de melhoramento é de fundamental importancia, pois
permite selecionar os melhores marcadores na avaliacdo dos gendtipos, sem

comprometer tempo com a obtengéo de resultados.
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Figura 2: Padrdo de amplificacdo de fragmentos de DNA obtidos do
microssatélite SATT 417 para os 16 gendtipos analisados em gel de

agarose metaphor® 3%. Sequéncia dos genoétipos: 1 - LA SUPREMA,

2 - HARTWIG, 3 - ESSEX, 4 - PEKING, 5 - CENTENNIAL, 6 - SPRING, 7 - HA 200,
8 - B 412113, 9 - Pl 90763, 10 - PI 88788, 11 - BEDFORD, 12 - COKER 6738,
13- S 51-00, 14 - S 57-11, 15- S 80-J2, 16 - S 83-30
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”

GENOTIPOS
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A analise da variagdo genética baseada em marcadores microssatélites
permitiu a determinagdo das distancias genéticas entre as cultivares, que foram

utilizadas para a construgdo de um dendrograma (Figura 3).

LA SUPREMA |
ESSEX }
SPRING }
B412113 |
HARTWIG |
CENTENNIAL }
HA 200 |
BEDFORD |
S57-11 |
S 80-J2 | 1

COKER 6738 |
S 83-30 |
$51-00 |
PEKING } ]
P190763 |
P1 88788 |

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
DISTANCIA GENETICA

Figura 3: Dendrograma representativo da Distancia Genética por Porcentagem de
Desacordo e Agrupamento pelo Método de UPGMA entre os 16 genétipos de soja por
meio de 109 alelos obtidos de 30 microssatélites



A distancia genética limite calculada entre os gendtipos analisados foi de
42%, como pode ser observado na analise de cluster. E interessante ressaltar que
os gendtipos que formaram grupos proximos no dendrograma possuem linhagens
em comum na sua genealogia. Os gendtipos Essex e Spring formaram o grupo
mais similar dentro da anélise, apresentando somente 13% de distancia genética.
Este resultado pode ser explicado pelo grau de parentesco entre as duas
linhagens, ja que Essex foi uma das linhagens utilizadas para desenvolver a
variedade Spring (Tabela 1). O segundo cluster mais similar é constituido pelo
grupo Coker 6738 e S 8330,com cerca de 15% de distancia genética. Sao
materiais que apresentam a mesma genealogia (Braxton/Coker 368).

Num outro extremo, os genétipos silvestres Pi 90763 e Pl 88788 formaram
o cluster mais distinto geneticamente entre os obtidos, com cerca de 25% de
distancia genética. Juntamente com Peking, a distancia genética passa a ser de
33%. Sabendo que se tratam de linhagens selvagens é previsivel tais resultados
entre elas e entre os demais genotipos comerciais. A linhagem La Suprema,
proveniente da Coldmbia, também formou um cluster separado dos demais, assim
como as silvestres. Tal fato confirma que individuos selvagens ou distantes
geneticamente sao fontes de variabilidade num programa de melhoramento. A
pouca similaridade genética em relagé&o as variedades comerciais sdo Uteis para
mapeamento, pois em cruzamentos com linhagens comerciais podem gerar muito
polimorfismo. A realizagdo de cruzamentos entre tipos geneticamente distintos
podem contribuir para a ampliagdo da variabilidade genética em populagbes
segregantes (MESSMER ef a/. 1993).

Em contrapartida, os genétipos Bedford e S 57-11, assim como Hartwig e
Centennial formaram cluster similares geneticamente, embora na genealogia
apresentada nao apresentam parentes proximos entre si. Provavelmente, em
cruzamentos anteriores possuiram linhagens em comum. Num banco de

germoplasma nem sempre a genealogia das linhagens € conhecida, por isso as
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informagdes obtidas neste estudo por meio de marcadores s&o importantes. Isso
pode reduzir tempo e custo num programa de melhoramento, pois permitem aos
melhoristas guiar os cruzamentos entre esses gendtipos, evitando endogamia, no
qual, provavelmente, ndo vao ser obtidas variedades com caracteristicas
desejaveis.

O conhecimento do germoplasma também é importante para caracterizar
geneticamente variedades que s&o langcadas no mercado. No caso de soja, e
outras especies, a caracterizagdo de linhagens baseava-se em atributos
morfolégicas para distinguir uma nova cultivar. Como as novas variedades sdo
resultados de cruzamentos entre genétipos-elite, cada vez mais torna-se dificil
sua distingdo, sendo necessario a caracterizagéo por meio de DNA fingerprinting.

Os padrées de marcadores microssatélites obtidos para os gendtipos em
estudo servirdo para desenvolver marcadores que confirmam cruzamentos. Isso é
importante para confirmar pureza genética do material que esta trabathando.
Dentre os 30 primers utilizados, cerca de 18 (60%) apresentam valor de PIC
acima de 0.60, o que comprova o poder discriminatorio dos marcadores SSR
entre genotipos de soja.

Na selecdo assistida por marcadores - Marker Assisted Selection (MAS),
DNA fingerprinting € uma técnica importante na determinagdo de marcadores
ligados a caracteristicas ndo detectaveis fenotipicamente. A variabilidade obtida a
nivel molecular dos gendtipos analisados neste estudo fornece base para estudos
de mapeamento, visando associar marcadores moleculares a caracteristicas de
importancia agronémica.

DNA fingerprinting também é importante na conversdo de linhagens. Com
a mais nova ferramenta do melhoramento, as plantas transgénicas, a técnica é
utilizada na escolha das linhagens mais proximas geneticamente com o material
transgénico. Isso permite reduzir o nimero de cruzamentos executados na

conversao.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir

que:

» Os 30 pares de primers SSR utilizados foram suficientes para amostrar de forma

abrangente a base genética dos gendtipos de soja avaliados.

* O nivel de informatividade (PIC) de cada primer é uma medida importante na
escolha de marcadores para selecionar gendtipos num programa de
melhoramento de plantas, pois demonstram, além do numero de alelos
expressos, a capacidade discriminatéria dos mesmos entre as linhagens de

interesse.

 Marcadores microssatélites apresentaram-se eficientes para estudos de DNA
fingerprinting em soja, pois sdo co-dominantes, multialélicos e distribuidos por
todo o genoma. Tais caracteristicas tornam-se, particularmente, importantes

devido a baixa variabilidade genética dessa cultura.

24



O polimorfismo de /oci SSR detectados por meio de agarose metaphor® é
eficiente, pois separa fragmentos distintos em até 10 pares de bases, além de ser

uma técnica eficiente para laboratérios que buscam resultados em pouco tempo.

* A distancia genética limite calculada entre os 16 genétipos de [Glycine max (L.)

Merr.] analisados foi de 42%.

* Gendtipos selvagens formaram um grupo separado com relagdo as linhagens

comerciais no dendrograma.

¢ O estudo em genodtipos de soja por meio de marcadores microssatélites, aqui
apresentado, sera importante num programa de melhoramento, pois as
informagbes geradas permitiréo aos melhoristas guiar os cruzamentos, de forma a
evitar aqueles endogamicos, desenvolver marcadores de cruzamento,

caracterizar novas cultivares comerciais e na conversao de linhagens.
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