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RESUMO

OLIVEIRA, Marcelo Berwanger de, D. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2014. Anélise de desequilibrio de ligagéo e diversidade genética em
soja utilizando marcadores moleculares. Orientador: Ivan Schuster.
Conselheiros: Carlos Alberto Scapim e Ronald José Barth Pinto.

O sucesso do melhoramento genético de plantas depende principalmente da
escolha de progenitores divergentes e da selecdo de gendtipos com caracteristicas
de interesse agronémico ao longo das geragdes. A selegdo assistida por marcadores
(SAM) é uma técnica biotecnoldgica que visa a auxiliar o melhorista na selegcéo de
gendtipos com base no DNA das plantas. A eficiéncia da SAM é diretamente
influenciada pela precisdo do mapeamento genético. Entre as metodologias de
mapeamento, 0 mapeamento por associagdo tem se destacado pela sua elevada
precisdo. Esta metodologia é baseada no desequilibrio de ligagdo entre o marcador
e 0 gene que controla a caracteristica. O estudo dos blocos de desequilibrio de
ligagdo em uma espécie pode fornecer informacdes importantes para a realizacao
do mapeamento por associagdo. Este trabalho teve como objetivo analisar a
diversidade genética e o desequilibrio de ligagdo em 153 cultivares de soja
brasileiras, utilizando 4938 marcadores SNPs e 20 marcadores microssatélites. A
porcentagem de heterozigosidade das cultivares atingiu uma média de 8%, variando
de 3 a 41%. As distancias genéticas variaram de 0,0052 a 0,4216, com média de
0,32, indicando a baixa diversidade genética presente no germoplasma brasileiro. A
andlise de agrupamento pelo método UPGMA formou 14 grupos, sendo que
cultivares adaptadas para a mesma regido de cultivo pertenciam ao mesmo grupo.
Além disso, foi observado em algumas cultivares de diferentes programas de
melhoramento mais de 95% de similaridade. Na andlise de desequilibrio de ligacao,
foram obtidos 567 blocos em desequilibrio e a média de blocos por cromossomo foi
de 28,35, variando de 20 a 41. A quantidade de SNPs por bloco variou de 2 a 15,
obtendo-se uma média de 2,69. Aproximadamente, 65% dos blocos identificados
continham apenas dois marcadores e menos de 2% continham sete ou mais
marcadores. A média do tamanho dos blocos foi de 410,68 kb, variando de 1,173 kb
a 13.692,9 kb. Mais de 70% dos blocos em desequilibrio tiveram menos de 200 kb.
Cerca de 20% do genoma das cultivares avaliadas apresentaram blocos em
desequilibrio de ligac&o. Este trabalho demonstra a grande similaridade genética em
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cultivares de soja brasileira e a necessidade da introdugéo de cultivares oriundas de
outros germoplasmas para manutencgéo da diversidade do germoplasma brasileiro. A
andlise do desequilibrio de ligacdo em soja tropical pode fornecer informacdes
importantes para o mapeamento por associacdo de caracteristicas de interesse
agrondmicas, aumentando a eficiéncia e a utilizagdo da SAM pelos programas

brasileirosde melhoramento.

Palavras-chave: Mapeamento por associagédo, marcadores SNPs, genotipagem de

alto rendimento.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Marcelo Berwanger de, D. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
February, 2014. Linkage disequilibrium analysis and genetic diversity in
soybean using molecular markers. Advisor: lvan Schuster. Committee Members:
Carlos Alberto Scapim and Ronald José Barth Pinto.

The success of plant breeding depends mainly on the choice of parents genetically
divergent and selection of genotypes with desirable agronomic characteristics over
generations. The marker-assisted selection (MAS) is a biotechnology technique that
aims to help the breeder in the selection of genotypes based on plant DNA. The
efficiency of MAS is directly influenced by the accuracy of genetic mapping. Among
the methodologies for mapping, association map stands out for its high accuracy.
This methodology is based on the linkage disequilibrium between the marker and the
gene that controls the trait. The study of blocks of linkage disequilibrium in culture
can provide important information to perform an association mapping. This study
aimed to analyze the genetic diversity and linkage disequilibrium in 153 Brazilian
soybean cultivars using a set of 4938 SNP markers and 20 microsatellite markers.
The percentage of heterozygosity of the cultivars had an average of 8 %, ranging
from 3 to 41 %. Genetic distances ranged from 0.0052 to 0.4216, with a mean of
0.32, indicating low genetic diversity present in the Brazilian germplasm. Cluster
analysis by UPGMA formed 14 groups, which cultivars adapted to the same growing
region were in the same group. It was also observed that some cultivars from
different breeding programs had more than 95 % of similarity. . In the analysis of
linkage disequilibrium were observed 567 blocks of disequilibrium, where the
average blocks per chromosome was 28.35, ranging from 20 to 41. The number of
SNPs per block ranged from 2 to 15, with an average of 2.69. Approximately 65% of
identified blocks contained only two markers and less than 2 % containing seven or
more markers. The average size of the blocks was 410.68 kb, ranging from1.173 kb
to 13692.9 kb. Over 70 % of the disequilibrium bocks had less than 200 kb. About of
20 % of the cultivars genome had blocks in linkage disequilibrium. This work
demonstrates the great genetic similarity in Brazilian soybean cultivars and the need
for the introduction of cultivars from other germplasm for maintaining the diversity of

Brazilian germplasm. The analysis of linkage disequilibrium in tropical soybean may
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provide important information for association mapping of important agronomic traits,

increasing the efficiency and utilization of MAS by the Brazilian breeding programs.

Keywords: Association mapping, SNPs markers, High-throughput genotyping.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma cultura com grande importancia
econOmica no Brasil. A relevancia brasileira no mercado mundial como um dos
principais produtores desta cultura deve-se principalmente a expanséo da soja para
todo o territério nacional, incluindo areas de cerrado. Segundo Priolli et al. (2004),
isso s6 foi possivel gragas ao melhoramento genético da soja, que permitiu uma
grande adaptabilidade para as diferentes regibes do pais, além de cultivares mais
resistentes aos patdgenos e a estresses ambientais.

Embora os programas de melhoramento tenham obtido éxito na obtengéo de
cultivares adaptadas, inumeros trabalhos tém relatado que a diversidade genética
entre as cultivares de soja no Brasil € baixa, devido principalmente & suaestreita
base genética. Segundo Hiromoto e Vello (1986) e Gizlice et al. (1993), as cultivares
de soja utilizadas no Brasil nas décadas de 1980 e 1990 derivavam de um pequeno
ndmero de cultivares ancestrais. Isso causa uma limitagdo na variabilidade genética,
podendo ocasionar maior susceptibilidade ao ataque de pragas, aos patdgenos e a
estresses ambientais. A partir da metade da década de 2000, foram introduzidas no
Brasil diversas cultivares provenientes do germoplasma norte-americano, vindas da
Argentina, e que apresentaram boa adaptacdo as condi¢bes de cultivo no pais. O
real impacto das cultivares modernas de soja em uso no Brasil ainda nao foi
adequadamente estudado, ainda que vérios trabalhos tenham sido publicados sobre
a diversidade genética do germoplasma brasileiro (Priolli et al., 2002; Priolli et al.,
2004; Bonato et al., 2006; Priolli et al., 2010). Além disso, os trabalhos que
abordaram a diversidade genética de cultivares brasileiras de soja a nivel molecular
foram baseados em uma pequena quantidade de marcadores, quando comparados
ao numero de marcadores disponiveis atualmente, avaliando poucos locos.

Com o sequenciamento do genoma da soja, tornaram-se disponiveis
informagOes sobre a localizacdo de milhares de locos de SNPs (single nucleotide
polimorphism). Estes locos contendo SNPs podem ser genotipados em larga escala
com as modernas plataformas de genotipagem atualmente disponiveis. Esta
genotipagem em larga escala pode fornecer uma quantidade muito maior de
informagé&o sobre a estrutura do genoma da soja e a variabilidade existente em uma

determinada colegcdo de germoplasma. A partir dos dados de sequenciamento do
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genoma da soja, um chip de marcadores SNPs de 6K (seis mil marcadores) foi
desenvolvido para a soja, para ser utilizadona plataforma iScan™ da lllumina™.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética e a estrutura do
genoma da soja brasileira, utilizando um grande nimero de marcadores SNPs.
Foram genotipadas 169 variedades de soja, utilizando o chip 6K e a plataforma
iScan™ (lllumina™), e 20 marcadores microssatélites. A partir dos dados de
genotipagem foi realizada uma analise de diversidade genética e de agrupamento
entre as variedades. Também foi realizada uma andlise da estrutura do genoma da
soja, por meio da identificacdo dos blocos de desequilibrio de ligacdo entre os
marcadores SNPs. Este é o primeiro trabalho de avaliacdo da diversidade genética
em soja tropical, utilizando genotipagem em larga escala de marcadores SNPs,
abrangendo uma maior quantidade de regides do genoma e explorando melhor a
variabilidade. Também é o primeiro trabalho de andlise estrutural do genoma da soja
tropical, por meio da identificagdo de blocos de desequilibrio de ligacédo, utilizando
marcadores moleculares. Os resultados poderao contribuir para futuros trabalhos de
mapeamento por associagdo que podem ser utilizados para aumentar a precisao da
selecdo assistida por marcadores moleculares em variedades tropicais. Além disso,
os resultados podem ser utilizados de imediato pelos programas de melhoramento
genético, uma vez que apresentam a relacdo existente entre as cultivares de soja
em uso no Brasil e também em relacdo a algumas cultivares historicamente

importantes e usadas com frequéncia em programas de cruzamentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica da soja e sua produgéo no Brasil

A soja (Glycine max (L.) Merril), planta leguminosa autégama originéria da
China, € atualmente a principal commodity agricola do Brasil. Apos ser domesticada,
por volta do século Xl a. C., a cultura foi disseminada para a América do Norte,
Europa e América do Sul (Priolli et al., 2004). Posteriormente a sua introdu¢éo no
Brasil, em 1882, a soja passou a ser cultivada em todo o pais, adquirindo
importancia a partir da década de 60 do século XX, especialmente na Regido Sul,
onde apresentou melhor adaptagéo (Bonetti, 1981; Priolli et al., 2004). A expanséao
do cultivo da soja para outras regibes do pais, principalmente no cerrado,
possibilitou a ascensdo do Brasil de uma posicéo inexpressiva para a de segundo
maior produtor de soja mundial (Priolli et al., 2004).

O aumento da produtividade se deve principalmente pelo aprimoramento das
técnicas utilizadas no melhoramento genético, com a obtencdo de cultivares mais
adaptadas para cada uma das diferentes regides produtoras (Priolli et al., 2002). A
criacdo de cultivares resistentes aos patdgenos contribui para diminuir as perdas na
produgéo da cultura, aumentando a produtividade (Alcantara Neto, 2001; Priolli et
al., 2002).

A area plantada de soja no Brasil, na safra 2012/2013, ultrapassou 27
milhdes de hectares e a produgéo rendeu mais de 81 milhdes de toneladas. Mais da
metade da producdo brasileira tem se destinado a exportagdo. Em 2012, quase 49
milhdes de toneladas de soja foram exportadas. A China, a Unido Européia, a
Tailandia e a Coreia do Sul estdo entre as principais importadoras da soja brasileira
(Conab, 2013).

2.2. Fatores que afetam a produtividade da soja

Existem dois tipos de fatores que podem reduzir a produtividade: abidticos e
bioticos. Dentre os abidticos, destacam-se: a falta ou excesso de agua em
determinados estadios de desenvolvimento da cultura; temperaturas muito elevadas

ou muito baixas; falta de nutrientes no solo; danos fisicos; entre outros (Oliveira,
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2008). Os virus, bactérias, fungos e nematdides sdo fatores bidticos que podem
causar grandes perdas na producéo da soja (Oliveira, 2008). Segundo Silva (2006),
as perdas anuais de producédo por doengas que afetam a cultura sdo estimadas em
15 a 20%. Para determinadas doencas, essa perda pode chegar a quase 100%
(Silva, 2006).

Na safra de soja de 1997/98 do Brasil e Paraguai e da Argentina e Bolivia,
as perdas por doencas somaram 7.990.100 toneladas ou o equivalente a US$
1.761.839.100,00, considerando o preco de US$ 220,50 por tonelada. Somente no
Brasil, as perdas foram estimadas em 5.881.000 toneladas (Yorinori, 2002).

Entre as doengas economicamente importantes que se destacam na cultura
da soja, podemos citar: a antracnose (Colletotrichum truncatum), o cancro da haste
(Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis), o crestamento foliar (Cercospora
kikuchii), a ferrugem (Phakopsora pachyrhizi e P. meibomiae), amancha olho-de-ra
(Cercospora sojina), a mancha parda (Septoria glycines), o nematdide de cisto
(Heterodera glycines), os nematoides de galha (Meloidogyne incognita e M.
javanica) e a podriddo branca da haste (Sclerotinia sclerotiorum)(Andrade, 2005;
Brogin, 2005; Henning et al., 2010).

2.3. Diversidade genética na cultura da soja brasileira

Grandes perdas na cultura da soja também podem ser causadas pela baixa
variabilidade genética encontrada nas cultivares brasileiras, 0 que aumenta a
vulnerabilidade ao ataque de pragas, patdgenos e estresses ambientais (Hiromoto e
Vello, 1986; Priolli et al., 2004). Por derivarem de poucos ancestrais comuns, as
cultivares brasileiras possuem uma estreita base genética, provocando uma
limitacdo na variabilidade genética da cultura (Yamanaka et al., 2007).

Hiromoto e Vello (1986) citaram que, na safra de 83/84, as cultivares
recomendadas para plantio eram derivadas de apenas 26 ancestrais, sendo nove
destes ancestrais responsaveis por 80% do conjunto génico total. Esses
pesquisadores também encontraram grande semelhanca entre o germoplasma
brasileiro e o germoplasma do sul dos Estados Unidos, indicando que os principais
ancestrais das cultivares brasileiras provinham daquela regiéo.

Pouca variabilidade genética também foi encontrada em pesquisas feitas por
Abdelnoor et al. (1995), quando avaliaram 38 cultivares brasileiras de soja com
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marcadores RAPD, encontrando distancias genéticas que variaram de 0% a 37%,
com média de 17,4%. Bonato et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes,
avaliando 317 cultivares de soja brasileiras, utilizando marcadores AFLP. Neste
ultimo trabalho, os coeficientes de similaridade genética tiveram uma média de 0,61,
variando de 0,17 a 0,97, sendo a maioria desses coeficientes maiores que 0,6, 0 que
demonstrou que as cultivares de soja brasileiras possuem muita semelhanca entre
Si.

Priolli et al. (2004) analisaram a variabilidade genética dos programas de
melhoramento brasileiros utilizando um grupo de 184 cultivares de soja e doze pares
de marcadores microssatélites. Esses pesquisadores avaliaram a diversidade
genética entre as cultivares e entre diferentes periodos da cultura no Brasil (década
de 70, 80 e 90) e concluiram que, nesses 30 anos, a variabilidade genética do
germoplasma brasileiro se manteve constante. Em outro trabalho, Priolli et al.
(2010), utilizando 18 pares de microssatélites, avaliaram a relacdo genética de 168
cultivares brasileiras e obtiveram um coeficiente de diversidade genética médio de
0,58.

Varios estudos de diversidade genética do germoplasma brasileiro foram
realizados. Entretanto, estes trabalhos avaliaram somente uma pequena porc¢éo do
genoma da soja, utilizando-se poucos marcadores. Com o avango da biotecnologia e
0 surgimento de novas técnicas de genotipagem de alto desempenho, é possivel
analisar amplamente o genoma da soja com a finalidade de demonstrar a atual
realidade do germoplasma brasileiro nos programas de melhoramento e contribuir

para a manutencédo da diversidade genética nos bancos de germoplasma.

2.4. Selecao Assistida por Marcadores (SAM)

O melhoramento genético tem como objetivo aumentar a frequéncia de
genes associados as caracteristicas agrondmicas de interesse ao longo das
geracgOes, utilizando-se de cruzamentos e de selecdo (Jangarelli et al., 2010). Em
programas de melhoramento convencional, a selecdo de gendtipos que contém tais
caracteristicas é feita com base na avaliacdo fenotipica dos individuos e esta
selecdo necessita de uma planta formada. Essa técnica é bem-sucedida quando a
caracteristica de interesse é controlada por um ou poucos genes e apresenta
elevada herdabilidade. Quando a caracteristica € quantitativa, ou seja, controlada
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por varios genes, o aumento do nimero de classes fenotipicas diminui a diferenca
entre as classes, dificultando a selecdo. Além disso, quanto maior o numero de
genes gue controlam a caracteristica, maior a influéncia ambiental na expressdo do
fendtipo, o que também prejudica a selecao.

Com o advento dos marcadores moleculares, surgiu uma nova metodologia
de selecdo baseada no gendtipo das plantas, chamada Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM). Esse método permite a selecdo em qualquer estadio da planta e
néo sofre interferéncias ambientais, podendo ser utilizada tanto para caracteristicas
de heranga simples como para caracteristicas quantitativas (Schuster, 20115).

Em programas de melhoramento de plantas s&o varias as aplicacdes da
SAM, como, por exemplo, acelerar a recuperagédo de genitores recorrentes e fixar
alelos recessivos em programas de retrocruzamento (Alzate-Marin et al., 2005;
Schuster, 2011a). Apd6s um “fingerprint” do genoma do genitor recorrente, as
linhagens provenientes do cruzamento sdo comparadas com o0 genétipo do
recorrente e as mais similares, que contenham também a caracteristica de interesse,
avancam nos proximos ciclos de retrocruzamento (Alzate-Marin et al., 2005). Tajima
et. al. (2002) introduziram o gene de resisténcia ao virus Y da batata (va/va) em
tabaco da variedade Kerti N° 1 para a variedade comercial Coker 319, utilizando a
selecdo assistida por marcadores em retrocruzamento. Dez marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e 76 marcadores AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphic) foram utilizados na caracterizagdo do genoma da variedade
Coker 319. Dois marcadores ligados ao gene val/va foram utilizados na selegdo para
a caracteristica de resisténcia. A utilizacdo da SAM acelerou a obtengdo de uma
variedade similar a Coker 319, contendo o gene de resisténcia ao virus Y da batata.
Foram necessarios apenas trés retrocruzamentos e uma autofecundacdo para a
obtencéo desta variedade.

Outra aplicacdo € para caracteristicas com baixa herdabilidade, dificeis de
serem avaliadas em campo e que sofrem muita influéncia do ambiente (Rodrigues et
al., 2010). Segundo Lande e Thompson (1990), quanto menor a herdabilidade da
caracteristica, maior a eficiéncia relativa da SAM, isso se uma grande parte da
variancia genética aditiva estiver associada aos marcadores. A selecéo fenotipica de
plantas para caracteristicas com baixa herdabilidade possui grandes chances de

falhar, se aplicada nas primeiras geracdes de cruzamentos, ao contrario da selecéo



por marcadores moleculares, onde a avaliacdo é baseada no gendtipo e ndo sofre
interferéncia ambiental (Schuster et al., 2001).

A SAM se torna uma alternativa quando 0s custos ou o tempo para
avaliagcdo fenotipica sdo elevados ou quando a caracteristica € de dificil
mensuracdo, como no caso da resisténcia a nematéides (Alzate-Marin et al., 2005;
Schuster 2011a). Silva (2006) realizou o mapeamento e a validagdo de QTLs
(Quantitative Trait Loci) de resisténcia ao nematdide de cisto da soja (NCS), obtendo
uma eficiéncia de selegdo (ES) de 100%, utilizando marcadores microssatélites para
as racas 3 e 14. Para a raga 3, a combinagdo dos marcadores Satt309 e
GMENOD2B proporcionou 100% de ES. Similarmente, para a raga 14, a
combinacdo de dois marcadores, Satt309 e Satt356, resultou na ES de 100%.

A piramidacdo de alelos de resisténcia, caracteristicas qualitativas ou de
vérios QTLs de uma caracteristica com heranca complexa pode ser auxiliada pelo
uso da SAM (Alzate-Marin et al.,, 2005; Schuster, 2011la). Os alelos a serem
piramidados podem ser monitorados por marcadores moleculares ao longo do
processo de piramidacéo, otimizando tempo e evitando avaliagbes fenotipicas para
cada caracteristica. Vigan6 (2012) utilizou marcadores moleculares microssatélites
na SAM para a piramidacdo de genes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja
(FAS). Apos varios cruzamentos entre diversas fontes de resisténcia, obteve-se uma
planta com quatro dos cinco genes de resisténcia & FAS descobertos até o
momento. Segundo a autora, a piramidagdo destes genes de resisténcia somente

pbde ser concretizada devido ao uso da sele¢do assistida por marcadores.

2.4.1. Selecéao assistida por marcadores no Brasil

Embora comprovada a grande importancia da SAM para auxiliar o
melhoramento genético de plantas, esta metodologia € pouco utilizada por empresas
brasileiras. O fato se deve principalmente a falta de infraestrutura necessaria para
avaliar as plantas molecularmente em larga-escala. Os equipamentos necessarios
para a utilizagdo da SAM em largaescala tém um custo elevado, além de necessitar
de mao-de-obra especializada. Outro grande problema é a falta de trabalhos de
mapeamento para caracteristicas de interesse, utilizando germoplasma local. A
maioria dos marcadores moleculares ligados a caracteristicas de interesse

agrondmico provém de estudos realizados a partir de popula¢des obtidas por
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cruzamentos biparentais, sendo necesséria a validacdo desses marcadores para
qualquer populacdo diferente das que foram criadas. Quando € possivel utilizar
esses marcadores para diversas populagdes, geralmente, eles estdo ligados a
caracteristicas de heranca simples, limitando a utilizacdo da SAM. Enquanto
grandes empresas multinacionais instaladas no Brasil utilizam amplamente a SAM,
enviando suas amostras a laboratérios proprios no exterior, as empresas brasileiras,
quando utilizam a selecdo assistida por marcadores, se limitam & recuperacdo de
gendtipos recorrentes em programas de retrocruzamento e a selecdo de plantas
para caracteristicas de heranca simples. ISso representa uma enorme desvantagem
para o Brasil e para as empresas locais, em comparacdo com 0s paises mais
desenvolvidos e as empresas globais. A diminuigdo dos custos da genotipagem de
alto rendimento e o desenvolvimento de trabalhos de mapeamento com
germoplasma local pode tornar possivel o uso em larga-escala da SAM por

programas de melhoramento brasileiros (Schuster, 2011Db).

2.5. Tipos de marcadores moleculares

Marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer caracteristica
molecular proveniente de regibes expressas ou ndo do DNA, capazes de diferenciar
dois ou mais individuos, e que sdo herdadas geneticamente sem sofrer interferéncia
ambiental (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Milach, 1998).

O wuso destes marcadores em programas de melhoramento tem
desempenhado um papel importante no desenvolvimento de variedades com
elevada produtividade, adaptadas a diversos ambientes e resistentes as mais
variadas doengas (Marcelino et al., 2007).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois grupos, conforme
a metodologia aplicada para obté-los: 1) marcadores baseados na técnica de
hibridizagdo, como marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism); e
2) marcadores baseados na técnica de amplificacdo de DNA, conhecida como PCR
(Polymerase Chain Reaction), como os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism); SSR (Simple
Sequence Repeats), também conhecidos como microssatélites; eSNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) (Alzate-Marin et al., 2005; Caixeta et al., 2006; Marcelino
et al., 2007). A metodologia do primeiro grupo consiste em isolar o DNA total dos

8



individuos e cliva-lo em sitios especificos com enzimas de restricdo. A clivagem do
DNA gera fragmentos que s&o separados por eletroforese e transferidos para uma
membrana de néilon ou nitrocelulose. A membrana contendo os fragmentos é
imersa em uma solucdo com sondas especificas marcadas e a hibridiza¢do ocorrera
nos fragmentos que contém sequéncias complementares as sondas. A visualizacao
da posicdo dos fragmentos que sofreram hibridizagdo pode ser feita por
autorradiografia. As variagcdes nas sequencias primarias dos sitios de restricdo ou na
mudanca de suas posicdes, devido a insergcbes e/ou delegbes, causam o
polimorfismo entre os diferentes individuos (Alzate-Marin et al., 2005).

Os marcadores baseados na amplificagdo de DNA s&o os mais utilizados
atualmente (Marcelino et al., 2007). A metodologia consiste na amplificagdo de
fragmentos especificos de DNA, delimitados por iniciadores (também chamados de
primers, em inglés), utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Caixeta et
al., 2006; Marcelino et al., 2007). O polimorfismo entre individuos pode ser causado
por muta¢des no(s) sitio(s) de anelamento dos primers, impedindo a amplificacéo;
ou devido a insercdes/delecbes e/ou erros na replicacdo do DNA, gerando
fragmentos amplificados de tamanhos diferentes (Alzate-Marin et al., 2005).

Segundo Kumpatla et al. (2012), os marcadores moleculares também podem
ser classificados conforme a metodologia e a capacidade de andlise de cada
método, formando trés grupos principais: (1) de baixo rendimento, como é o caso
dos RFLPs; (2) de rendimento médio: RAPD, AFLP e SSR; e (3) de alto rendimento:
marcadores SNPs.

Entre os marcadores disponiveis atualmente, os mais utilizados sdo os
microssatélites e os SNPs, devido a abundancia desses marcadores no genoma, 0
baixo custo de genotipagem, a reprodutibilidade e principalmente a automatizagéo

da técnica.

2.5.1. Microssatélites (SSR)

Os microssatélites, também conhecidos como SSR (Simple Sequence
Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats), correspondem a regides comuns ao
longo do genoma dos eucariotos com sequéncias de um a seis nucleotideos
repetidos em tandem (Fuganti et al., 2004; Caixeta et al., 2006). As sequéncias de

DNA que flanqueiam os microssatélites geralmente s&o conservadas entre 0s
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individuos de uma mesma espécie, permitindo a amplificacdo do DNA repetitivo, por
meio de primersespecificos. As regides que contém essas sequéncias podem ser
amplificadas individualmente via PCR utilizando primerscom cerca de 20 bases.
Esses primers sdo complementares as sequéncias repetidas que flanqueiam os
microssatélites (Caixeta et al., 2006; Schuster e Cruz, 2008). O polimorfismo entre
os individuos é observado pela variagdo no tamanho das sequéncias amplificadas,
onde cada diferenga representa um alelo diferente do mesmo loco (Caixeta et al.,
2006). Essa variacdo pode ser causada por um crossing-over desigual, por erros na
DNA polimerase durante a replicagdo ou por substituicdes/insergbes/delegcdes nas
regides flanqueadoras dos microssatélites (Levinson e Gutman, 1987; Macaubas et
al., 1997).

De acordo com o numero de nucleotideos repetidos, os microssatélites
podem ser agrupados em diferentes classes, das quais trés se destacam:
Dinucleotideos (repeticdo de duas bases em tandem), trinucleotideos (repeticdo de
trés bases em tandem) e tetranucleotideos (repeticdo de quatro bases em tandem)
(Varshney et al., 2005). Embora haja outras classes, elas sdo menos frequentes no
genoma. Segundo Gao et al. (2003) e Varshney et al. (2005), a classe mais
frequente é de trinucleotideos, seguida de dinucleotideos e tetranucleotideos. Na
andlise de ESTs (Expressed Sequence Tags) em soja, conforme o trabalho de Gao
et al. (2003), as classes de SSR mais frequentes sao (AG)n, (AT)n € (AAG).

Os locos microssatélites s&@o altamente informativos, devido a sua
caracteristica codominante (capacidade de distinguir individuos heterozigotos dos
homozigotos) e ao multialelismo (vérios alelos por loco). Além disso, esses
marcadores apresentam elevada reprodutibilidade, requerem uma quantidade
pequena de DNA, tém baixo custo (depois de desenvolvidos) e a técnica pode ser
automatizada. Por esses motivos, este tipo de marcador vem sendo utilizado para
varios estudos, como mapeamento gendmico, estudos de ligacdo, identificacdo de
gendtipos, protecdo de cultivares, avaliacdo de pureza de sementes, utilizagcdo e
conservacdo de germoplasma, estudos de diversidade, andlise génica e de locos
quantitativos (QTLs), andlise de Pedigree, selecdo assistida por marcadores e
andlise de bibliotecas para clonagem de genes (Caixeta et al., 2006).

Por outro lado, marcadores microssatélites apresentam algumas
desvantagens operacionais como a ocorréncia de alelos nulos, causada por uma

falha na amplificacdo devido a mutagbes no sitio de anelamento dos primers
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(Fernando et al., 2001; Pompanon et al.,, 2005); homoplasia de tamanho, ou seja,
obtencdo de fragmentos de mesmo tamanho, mas ndo necessariamente com a
mesma sequéncia, causada por inser¢des/delecbes proximas ao marcador
microssatélite (Pompanon et al., 2005); ocorréncia de competicdo na reagcdo de
PCR, levando a uma amplificagcdo desigual de alelos e comprometendo a
observacéo de heterozigotos em amostras de DNA em bulk (Heckenberger et al.,
2002; Pompanon et al., 2005); inconsisténcia na identificacdo de tamanhos de
alelos, devido a diversidade de sequenciadores automaticos utilizados, com
diferentes softwares, corantes e geéis (Vignal et al., 2002); falsos alelos devido a
artefatos na reacdo de PCR, como erro na Taq DNA polimerase (Fernando et al.,
2001; Pompanon et al., 2005).

2.5.2. Polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNPs)

Os marcadores de polimorfismo de um Unico nucleotideo ou Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) se referem a uma substituicdo, insergcédo ou
delecéo (InDels) de um Unico nucleotideo entre fragmentos homdlogos de DNA (Zhu
et al.,, 2003). Os SNPs sédo a fonte mais abundante de variagdo no genoma de
eucariotos (Yoon et al., 2007). Para que esta variagao seja considerada um SNP, ela
tem que ocorrer em pelo menos 1% da populagéo (Vignal et al., 2002; Caixeta et al.,
2006).

Estes marcadores passaram a ter maior importancia com o sequenciamento
do genoma humano, estimado em aproximadamente 10 milhdes de SNPs,
representando 90% do polimorfismo encontrado no genoma (Caixeta et al., 2006;
International HapMap Project). O Consorcio Internacional HapMap genotipou mais
de 3,1 milhdes de SNPs em 270 individuos de quatro populagbes geograficamente
diferentes, em que a densidade dos SNPs foi de aproximadamente um a cada
quilobase (kb) (The International HapMap Consortium, 2007). Em soja convencional,
foi estimado um numero de 4 a 5 milhdes de SNPs baseado na média de um SNP a
cada 270 bases, tendo como base o trabalho de Zhu et al. (2003), que analisaram
um segmento de aproximadamente 76,3 kb e encontraram 280 SNPs (Yoon et al.,
2007; Deulvot et al., 2010).

Os marcadores SNPs sdo codominantes e bi-alélicos, ndo sendo tdo

informativos por loco quanto os microssatélites (Vignal et al., 2002). Entretanto, essa
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perda de informatividade é compensada pela maior densidade destes marcadores
no genoma, obtendo ampla cobertura (Mammadov et al., 2012). Além disso,
apresentam outras vantagens que tornaram os SNPs os principais marcadores da
atualidade, como uma baixa taxa de mutagédo comparada aos SSR e a existéncia de
varios métodos automatizados de alto rendimento com menores custos, menos erros
de genotipageme maior rapidez na obtencgao dos resultados (Brinkmann et al., 1998;
Nachman e Crowell, 2000; Kondrashov, 2002; Yoon et al., 2007). Os marcadores
SNPs podem tornar possiveis mapas genéticos saturados ou até mesmo
supersaturados, obtendo um mapeamento fino em regibes alvo, uma répida
associacdo dos marcadores com a caracteristica e acelerar a clonagem do
gene/QTL de interesse (Mammadov et al., 2012).

Por outro lado, o uso de marcadores SNPs pode apresentar algumas
barreiras, como: (1)um custo mais elevado, por utilizar um maior nimero de
marcadores para alcangar o nivel de polimorfismo de outros marcadores; (2) a
existéncia de uma pequena porcentagem de SNPs polimérficos em plantas
poliploides; (3) a falta de uma capacidade computacional que permita o
processamento rapido de informagfes e o armazenamento de grande quantidade de

arquivos de sequenciamento (Mammadov et al., 2012).

2.6. Plataformas de genotipagem

Os marcadores SNPs sdo atualmente os mais utilizados em genética e
melhoramento de plantas, véarias tecnologias automatizadas de alto rendimento para
sequenciamento e genotipagem tém sido desenvolvidas, diminuindo os custos de
dados por amostra (data point — em inglés) (Schuster, 2011a; Kumpatla et al., 2012).
A escolha da plataforma dependerd do ndmero de SNPs, do comprimento das
sequéncias moldes, nimero de amostras, tempo e recursos do melhorista (Kumpatla
et al.,, 2012). Neste trabalho, serdo apresentadas algumas plataformas de alto

rendimento para genotipagem disponiveis atualmente.

2.6.1. Plataforma Illumina Bead Array

Esta plataforma é baseada em esferas silicas de trés micrometros

separadas, por aproximadamente 5,7 micrometros e inseridas em micro pogos em
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dois tipos de matrizes: feixes de fibra ética ou laminas de silica planas. Cada esfera
contém milhares de copias de oligonucleotideos especificos, que agem como
sequéncias de captura em dois tipos de metodologias utilizadas pela Illumina:
GoldenGate e Infinium. Um scanner de alta resolugcdo, chamado iScan, Ié as
matrizes e gera dados de intensidade que sdo convertidos em dados, utilizando um
software especifico chamado GenomeStudio (Kumpatla et al., 2012).

A metodologia GoldenGate permite a genotipagem de 384 até 1536 SNPs,
gerando até 147.456 gendtipos em uma Unica reagdo, contendo 96 amostras (Fan et
al., 2006; lllumina, 2013a). Esse método demora trés dias e envolve nove etapas: (1)
ativacdo do DNA: as amostras de DNA sdo ativadas por biotinilagdo; (2)
hibridizacdo: os SNPs especificos, tampdo de hibridizacdo e particulas
paramagnéticas sdo combinadas com o DNA ativado. Para cada loco SNP,existem
trés oligonucleotideos, sendo dois alelos-especificos (ASOs) capazes de distinguir o
SNP, e um loco especifico (LSO); (3) extensao e ligagdo dos oligonucleotideos: apos
vérias lavagens para remover excessos, ocorre a extensdo dos ASOs
complementares aos SNPs pela DNA polimerase e entédo a DNA ligase une os ASOs
ao LSO, formando moldes para o PCR; (4) amplificagcdo: amplificagcdo via PCR
utilizando trés primers universais, P1, P2 e P3, corados com Cy3, Cy5 e biotina,
respectivamente; (5) preparagao do produto de PCR: produtos de PCR dupla fita séo
imobilizados em particulas paramagnéticas onde sdo desnaturados formando DNAs
de fita simples; (6) hibridizacdo na matriz: os produtos de PCR de fita simples
corados sdo hibridizados com as sequéncias lllumiCode complementares em suas
respectivas esferas; (7) lavagem das placas; (8) leitura: é feita uma andlise do sinal
de fluorescéncia utilizando o BeadArray Reader; (9) genotipagem automética:
baseado na intensidade das duas fluorescéncias possiveis para os alelos de cada
SNP, é feita a genotipagem automética das amostras por um software (Fan et al.,
2006; lllumina, 2013b).

Maior quantidade de locos SNPs pode ser avaliada com a metodologia
Infinium, chegando a milhées de SNPs por amostra em uma reacéo (Kumpatla et al.,
2012; Hluminab). Dependendo do tipo de SNP, duas metodologias podem ser
utilizadas: Infinium | e Infinium Il. Enquanto o Infinium | é préprio para SNPs (A/G) e
(T/C), utilizando dois tipos de esferas por SNP (um alelo por esfera), o Infinium Il €
designado para todos os SNPs e requer apenas um tipo de esfera para ambos

alelos (Kumpatla et al., 2012). A primeira etapa na metodologia Infinium | é a
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amplificagcéo de todo o genoma. Em seguida, acontece a hibridizagéo nas esferas de
sondas de captura que contém sequencias loco especificas com um alelo-especifico
na base 3’ terminal. Uma reacdo de extensdo com primers alelo-especificos € usada
para incorporar nucleotideos de biotina marcados. As etapas iniciais sdo as mesmas
no Infinium Il, com a diferenca que a reacdo de extensdo do primer € uma Unica
base, que utiliza uma combinagdo de biotinas marcadas (ddCTP e ddGTP) e 2,4-
dinitrofenol (DNP) marcado (ddATP e ddUTP) (Ragoussis, 2006). As intensidades
das fluorescéncias s&o detectadas pelo BeadArray Reader e genotipados

automaticamente pelo software da Illlumina (llluminay).

2.6.2. OpenArray®

Essa plataforma da Life Technologies é baseada no ensaio TaqgMan end-
point, utilizando um equipamento de PCR em tempo-real denominado QuantStudio™
12K Flex. A placa OpenArray é oito vezes menor que uma placa de 384 pocos
convencional, mas contém uma capacidade oito vezes maior, por ser dividida em 48
sub-arranjos e cada subarranjo dividido em 64 pogos, nos quaisnano volumes de
reacdo sdo carregados. As placas sdo cobertas com compostos hidrofilicos e
hidrofobicos para manter os reagentes nos pogos por tenséo superficial (Kumpatla et
al., 2012; Life Technologies, 2013). Estas placas sdo pré-carregadas com o0s
reagentes do experimento pelo fornecedor e posteriormente encaminhadas ao
usudrio para carregar as amostras de DNA (Kumpatla et al., 2012). O equipamento
tem a capacidade de analisar quatro placas OpenArray por corrida, sendo que cada
corrida gera um total de 12.000 data points. Se for incorporado ao equipamento, 0
sistema AccuFill, a capacidade aumenta para 110.000 ou mais data points em oito
horas (Life Technologies, 2013). Uma grande vantagem desse equipamento é a
possibilidade de utilizar diferentes combinagbes de SNPs x amostra, incluindo
formatos de 32 x 96, 64 x 48, 128 x 24, 192 x 16, 256 x 12. Isso permite avaliar
pequenos grupos de SNPs em uma larga escala de amostras, sendo mais atrativo
para SAM em programas de melhoramento, nos quais 0 gene ou a regido do QTL
requer poucos marcadores para selecdo em uma grande quantidade de amostras
(Kumpatla et al., 2012).

14



2.6.3. KASP™ (“Kompetitive” Alelle Specific PCR)

Embora essa plataforma da LGC Genomics seja robusta e ndo permita
multiplex, ela tem sido amplamente utilizada para genotipagem de SNPs (Kumpatla
et al, 2012). Essa plataforma, quando acoplada ao conjunto de instrumentos
denominados SNPIine da LCG Genomics, torna-se de alto rendimento, sendo capaz
de gerar mais de 500.000 data points por dia, além de permitir diferentes
configuracbes que possibilitam analisar qualquer nimero de amostra (de uma a
milhares) para diferentes SNPs (LCG Genomics,). A metodologia é baseada na
extensdo de primers alelos-especificos e na transferéncia de energia de ressonancia
por fluorescéncia (FRET) (Kumpatla et al., 2012). A reacdo de PCR é composta por
dois mix. O primeiro mix (KASP Primer Mix) contémprimers forward alelos-
especificos eum primerreverse loco especifico comum. Cada primerforward
apresenta uma sequéncia final, que correspondente a um dos cassetes universais
de FRET (fluorescéncia FAM™ ou HEX™). O segundo mix (KASP Master Mix) é
uma solugdo tampédo otimizada que contémos cassetes universais FRET, DNA
polimerase, nucleotideos livres (ANTPs) e MgCl,. A diferenciagdo dos alelos ocorre
na reagdo de PCR, onde os primers forward competem pelo sitio de anelamento da
regido alvo. Para um individuo homozigoto, somente um dos tipos de primers
forwardconsegue se anelar e amplificar, emitindo somente um tipo de fluorescéncia
(FAM™ ou HEX™). Para o heterozigoto, os dois primers forward podem se anelar,

emitindo ambas as fluorescéncias (LGC Genomicsy).

2.7. Mapeamento genético em plantas

Os primeiros mapas genéticos eram baseados em caracteristicas
morfolégicas e citoldgicas, o que limitava a obtenc&o de mapas genéticos a espécies
que continham maiores informacdes genéticas, como o milho, o tomate e a ervilha.
Com o descobrimento das izoenzimas, 0 numero de espécies tornou-se
potencialmente ilimitado. Entretanto, os mapas genéticos tinham pouca cobertura
gendmica, devido a pouca quantidade de locos avaliados, que geralmente néo
passavam de 30. O advento dos marcadores moleculares possibilitou a obtencéo de
mapas genéticos a todas as espécies com ampla saturagdo de todo o genoma
(Carneiro e Vieira, 2002; Petroli, 2013).
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O mapeamento genético corresponde ao ordenamento de locos linearmente
em grupos de ligagédo (Carneiro e Vieira, 2002; Petroli, 2013). Os mapas genéticos
podem ser utilizados para varias aplicagfes, como analises filogenéticas, estudos de
sintenia, localizagdo e clonagem de genes e/ou QTLs de interesse (Carneiro e
Vieira, 2002; Pereira e Pereira, 2006; Vieira et al.,, 2006). Para caracteristicas
quantitativas, € possivel o estudo dos efeitos génicos e da ag¢do dos genes de
maneira isolada, interativa e cumulativa (Pereira e Pereira, 2006). Os resultados
obtidos pelo mapeamento genético fornecem uma base para a sele¢do assistida por
marcadores, sendo selecionados os marcadores moleculares mais préoximos da
regido do DNA que representa a caracteristica de interesse, podendo ser governada
por um ou por varios genes. Por esse motivo, a precisdo do mapeamento genético
influencia diretamente a eficiéncia da SAM.

A utilizacdo de grande quantidade de marcadores moleculares para o
mapeamento diminui a distancia entre marcadores adjacentes, aumentando a
resolucdo do mapeamento e garantindo a cobertura adequada do genoma
(Jangarelli, 2010). Além disso, a metodologia empregada no mapeamento pode
aumentar ou diminuir a precisdo do mapa. De uma maneira geral, é possivel
classificar dois tipos de mapeamento: mapeamento por recombinagdo e
mapeamento por associagdo, também chamado de mapeamento por desequilibrio

de ligagéo.

2.7.1. Mapeamento por recombinagé&o

Esse meétodo se baseia na frequéncia de recombinagdo entre locos
segregantes em uma populagdo de mapeamento previamente gerada a partir de
cruzamentos bi-parentais de individuos contrastantes. Carneiro e Vieira (2002)
estabeleceram algumas premissas basicas na construgdo desses mapas, como a
selecéo da populagédo apropriada, a escolha do tipo de marcador, a verificagdo da
distor¢do da segregacdo mendeliana, o calculo da frequéncia de recombinagédo entre
pares de marcadores e fun¢cdes de mapeamento, o estabelecimento dos grupos de
ligacdo e a determinacdo da ordem dos marcadores nestes grupos.

A escolha da populagéo apropriada deve seguir duas condigfes: 0 maximo
de polimorfismo entre os genitores e a producdo de geragbes com locos em

desequilibrio de ligagdo (Carneiro e Vieira, 2002; Pereira e Pereira, 2006). O
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desequilibrio de ligacdo é fundamental para se identificar a co-segregagcdo dos
marcadores de DNA com as caracteristicas fenotipicas de interesse (Pereira e
Pereira, 2006). Os genitores devem ser geneticamente distantes e contrastantes
fenotipicamente, resultadando em maior propor¢do de marcas polimoérficas e maior
cobertura genOmica, obtendo, assim, maior eficiéncia na identificacdo, no
mapeamento e na andlise dos genes de interesse (Carneiro e Vieira, 2002; Pereira e
Pereira, 2006). Diversos tipos de populagdes de mapeamento podem ser utilizados,
desde populacbes F,, populagbes derivadas de F, por autofecundacéo, linhagens
endogamicas recombinantes (Recombinant Inbred Lines — RILs), duplo-hapldides e
retrocruzamento (Carneiro e Vieira, 2002; Schuster e Cruz, 2008). Geralmente, €
utiizada a populacdo F,, por ser facil de ser obtida e apresentar maximo
desequilibrio de ligacdo (Carneiro e Vieira, 2002; Pereira e Pereira, 2006).

O tipo de marcador molecular também é fundamental no mapeamento, tanto
no nivel de informatividade de cada marcador, quanto no tempo necessario para
genotipagem, custo e praticidade de cada um (Carneiro e Vieira, 2002). Os
marcadores codominantes, como é o caso de marcadores RFLP, SSR e SNPs,
apresentam maior nivel de informagdo por loco, por diferenciar individuos
heterozigotos dos homozigotos. J& marcadores dominantes, como RAPD e AFLP,
identificam a presenca de apenas um alelo, ndo sendo possivel a distincdo do
homozigoto para o heterozigoto, diminuindo o nivel de informacéo por loco (Carneiro
e Vieira, 2002; Caixeta et al., 2006).

Ap6s a obtencdo da populacdo do mapeamento a partir de pais
contrastantes e a escolha dos marcadores que serdo utilizados no mapeamento, é
feita a avaliacdo fenotipica e genotipica dos individuos da populagéo.
Primeiramente, um grande numero de marcadores é utilizado nos genitores
contrastantes a fim de detectar polimorfismos entre eles, técnica chamada de
screening. Os marcadores moleculares, que forem polimérficos para os genitores,
sdo testados com a populagdo de mapeamento. Em seguida, é feito um testede
aderéncia para verificar se 0s marcadores estdo segregando na proporgéo
esperada. Locos que apresentam segregacdo distorcida significativa devem ser
removidos, pois podem gerar falsos positivos. Posteriormente, é verificado se estes
marcadores, tomados par a par, estdo ligados pelo teste x°. Se os locos estiverem
ligados, é estimada a frequéncia de recombinacdo entre pares de marcadores,

podendo ser utilizados véarios métodos, dos quais se destaca o método da méxima
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verossimilhanga. A proxima etapa é a formagédo dos grupos de ligagdo, onde séo
estabelecidos critérios (geralmente LOD score acima de 3 e frequéncia de
recombinacdo maxima de 30%) para considerar quais marcadores ligados
pertencem a determinado grupo de ligagc&o. Por fim, é estabelecida a ordem de cada
marcador dentro de cada grupo de ligagéo, onde diversas metodologias combinadas
com funcdes de mapeamento podem ser utilizadas, destacando-se as fungbes de
Haldane e Kosambi (Carneiro e Vieira, 2002; Bhering, 2008; Schuster e Cruz, 2008).

2.7.2. Mapeamento por associagao

O mapeamento por associa¢do, também conhecido como mapeamento por
desequilibrio de ligacdo, detecta e localiza QTLs baseado na intensidade da
correlagdo entre marcadores moleculares mapeados e as caracteristicas fenotipicas,
sem a necessidade de utilizar populagdes de mapeamento (Mackay e Powell, 2007).
Esse tipo de mapeamento utiliza uma colegéo de cultivares, linhagens ou variedades
para detectar blocos em desequilibrio de ligagéo, utilizando grande densidade de
marcadores. O desequilibrio de ligacdo entre dois locos é em funcdo do tempo
(nimero de geracdes) decorrido, desde que se iniciaram as geragbes de
recombinacéo e a frequéncia de recombinagdo entre os locos. Apoés varias geracoes
de recombinacdo, em uma populagdo nédo estruturada, apenas correlagdes entre
QTLs e marcadores proximamente ligados devem permanecer, facilitando o
mapeamento mais fino. Os blocos de desequilibrio de ligacdo sdo pequenos e o
genoma precisa estar bastante saturado para que seja possivel identificar estes
blocos, os quais contém genes ou QTLs de interesse (Mackay e Powell, 2007).

Por utilizar uma colec&o de cultivares, esta metodologia apresenta diversas
vantagens sobre o mapeamento, utilizando cruzamentos bi-parentais: uma ampla
variagdo genética é representada por diversos haplétipos, ndo sendo as marcas ou
QTLs limitados apenas aos dois genitores; 0 mapeamento de associagédo tem uma
maior resolugdo por acumular todas as meioses ao longo das geragfes; os dados
fenotipicos que caracterizam cada cultivar podem ser utilizados, ndo havendo a
necessidade de testa-los com populacdes especiais de mapeamento, diminuindo o
tempo para obtengcdo do mapa (Buckler IV e Thornsberry, 2002; Sorkheh et al.,
2008).
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Plataformas de genotipagem de alto rendimento e marcadores espalhados
por todo o genoma, como é o caso dos SNPs, tornam possivel a obtencdo de um
mapeamento por associa¢cdo mais fino, o que pode garantir a precisdo da selegéo

assistida por marcadores em programas de melhoramento genético.
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CAPITULO 1
Analise de diversidade genética em soja utilizando marcadores SNPs e

microssatélites

1. INTRODUCAO

As cultivares de soja introduzidas no Brasil derivam de um namero limitado
de gendtipos, provavelmente provenientes do sul dos Estados Unidos (Hiromoto e
Vello, 1986). Na safra de 1983/84, as cultivares recomendadas para plantio
derivavam de apenas 26 ancestrais, das quais nove representavam 80% do conjunto
génico total (Hiromoto e Vello, 1986). Wysmierski e Vello (2013) analisaram 444
cultivares brasileiras com base no coeficiente de parentesco e encontraram 60
ancestrais, dos quais apenas quatro deles contribuiram para 55,3% da base
genética. Onumero reduzido de ancestrais ocasiona uma base genética estreita,
limitando a variabilidade genética da cultura (Yamanaka et al., 2007).

O uso extensivo de cultivares semelhantes pode resultar no aumento da
vulnerabilidade a pragas e doencas. Além disso, a probabilidade de se produzir
gendtipos Unicos aumenta proporcionalmente a quantidade de genes que eles
diferem (Van Esbroeck e Bowman, 1998). Portanto, o conhecimento da diversidade
genética entre diferentes genotipos é importante para o sucesso dos programas de
melhoramento (Bonato et al., 2006).

A baixa variabilidade genética das cultivares brasileiras foi demonstrada em
diversos trabalhos, utilizando marcadores RAPD (Addelnoor et al., 1995); AFLP
(Bonato et al., 2006); e SSR (Priolli et al., 2002; Priolli et al., 2004; Priolli et al.,
2010). Entretanto, estes trabalhos analisaram a diversidade genética com uma
quantidade pequena de marcadores, avaliando apenas alguns locos.

Com o advento de novas tecnologias de genotipagem de alta performance e
o desenvolvimento de marcadores SNPs, é possivel utilizar milhares de marcadores,
permitindo a avaliacdo de varias regides do genoma.

Neste trabalho, foi avaliada pela primeira vez a diversidade genética da soja
brasileira, utilizando uma plataforma de genotipagem de alto rendimento, com

milhares de marcadores SNPs, a fim de avaliar com maior precisdo a variabilidade
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genética do germoplasma brasileiro. Também foram avaliados alguns marcadores

SSR relacionados a caracteristicas de interesse previamente citados na literatura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Sementes de 169 cultivares oriundas de obtentores, produtores e de

Germoplasma de soja da Coodetec foram empregadas para genotipagem (Quadro

1).

Para extracao de DNA, foram moidas 50g de sementes de cada variedade e,

apés homogeneizacao, utilizados 50mg na extragdo de DNA. A extracdo de DNA foi

realizada utilizando-se o kit DNAeasy Plant Kit e o equipamento Biosprint 96,

conforme instrugdes do fabricante (Qiagen, 2012).

Quadro 1 — Lista do material genético utilizado neste estudo

5D 660 RR

5D 690 RR

5D 711 RR

5G 770 RR

5G 830 RR

A 6001 RR

A 8000

Anta

BMX Apollo RR
BMX Ativa RR
BMX Energia RR
BMX Magna RR
BMX Poténcia RR
BMX Titan RR
Bragg

BRS 184

BRS 185

BRS 213

BRS 230

BRS 232

BRS 243 RR
BRS 245 RR
BRS 246 RR
BRS 256 RR
BRS 258

BRS 262

BRS 268

BRS 283

BRS 284

BRS Lambari
BRS MT Crixas

BRS MT Pintado
CAC-1
Capindpolis
CD 201
CD 202
CD 204
CD 205
CD 206
CD 206 RR
CD 208
CD 213 RR
CD 215
CD 216
CD 217
CD 218
CD 219 RR
CD 221
CD 224
CD 225 RR
CD 226 RR
CD 228
CD 229 RR
CD 230 RR
CD 231 RR
CD 232
CD 233 RR
CD 235 RR
CD 236 RR
CD 237 RR
CD 238 RR
CD 239 RR

CD 240 RR
CD 241 RR
CD 242 RR
CD 243 RR
CD 244 RR
CD 245 RR
CD 246

CD 247 RR
CD 248 RR
CD 249 RR STS
CD 250 RR STS
CD 251 RR
CD 252

CD 253

CD 254 RR
CD 2630 RR
CD 2721 RR
CD 2737 RR
CD 2792 RR
CD 2800
CD 2840
CD 2860
CD 5807
CD 5969
CD Fapa
Celeste
Conquista
Dom Mario 7.0RR
Embrapa 48
Embrapa 59
Engopa 302

Engopa 304

FT Abyara
Ft-Estrela
Ft-Guaira
Fundacep 33
Fundacep 38
Fundacep 39
Fundacep 53 RR
Fundacep 55 RR
Fundacep 56 RR
Fundacep 58 RR
Fundacep 59 RR
Fundacep 61 RR
Fundacep 63 RR
Garimpo

IAS 5

Igra RA 518 RR
Igra RA 628 RR
Lideranca

M 6009 RR

M 6707 RR

M 7211 RR

M 7578 RR

M 7908 RR

M 9144 RR
M7839 RR
Matrincha
Mercedes 70
MSoy 2001
Msoy 6101
Msoy 7201

Msoy 7901
MSoy 8001
NA 4990

NA 5909 RR
NA A 4725 RG
NA A 6411 RR
NA A 7321 RG
NK 3358

NK 7059
Ocepar 14
Ocepar 3-Primavera
Po8Y11
Po8Y51
P98Y70

R7

Spring 5.3
Tabarana
TMG 103 RR
TMG 1066 RR
TMG 1067 RR
TMG 115 RR
TMG 1161 RR
TMG 123 RR
TMG 4001 RR
TMG 7161 RR
Tropical R
Tucunaré

USP 1
Vencedora
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2.2. Genotipagem de SNPs

A genotipagem foi realizada utilizando-se a plataforma Illumina iScan e o
painel Infinium iSelect HD Custom Genotyping BeadChips 6k (lllumina Inc., San
Diego, CA, EUA). Foram utilizados oito BeadChips, contendo 24 amostras cada,
totalizando 192 amostras, das quais 169 foram utilizadas neste trabalho. Cada
amostra foi avaliada com 6000 marcadores SNPs. A genotipagem dos SNPs foi
realizada na empresa Deoxi Biotecnologia Ltda ®, em Aracatuba/SP. A genotipagem
foi realizada em seis etapas descritas a seguir, conforme as instrugdes do fabricante.

Etapa 1 — amplificagdo: as amostras de DNA foram diluidas a 75 ng/mL,
desnaturadas e neutralizadas com NaOH para posterior amplificagdo, submetidasa
um processo de amplificagédo isotérmico a 36 °C e incubadas no equipamento por
aproximadamente 16 horas. Essa etapa resulta em aumento na concentragdo de
DNA centenas de vezes, comparada a reacdo de PCR (do inglés, Polymerase Chain
Reaction), melhorando, assim, a qualidade dos resultados.

Etapa 2 — fragmentacédo: ap6s 16 horas de incubacéo, prosseguiu-se com a
fragmentagé@o enzimatica. Foi adicionado isopropanol no DNA e centrifugado a 4°C,
descartando em seguida o isopropanol. O DNA foi ressuspendido em tampéo de
hibridizacdo. O produto de amplificacéo foi fragmentado por um processo enzimatico
do tipo end-point, isto é, os sitios de fragmentacdo sdo determinados por atributos
especificos da sequéncia de DNA, o que evita a ocorréncia de fragmentacdo
excessiva.

Etapa 3 — hibridizagéo: o DNA amplificado e fragmentado se anela (hibridiza)
a sequéncia de 50 bases covalentemente ligadas & nano particula bead, sendo que
cada bead corresponde a um loco especifico do DNA. O chip contendo as amostras
foi incubado por 16 a 24 horas em forno com temperatura controlada de 47°C.

Etapa 4 — extensdo de base Unica: Ap6s a hibridizacdo, foi realizada a
extensdo de uma Unica base nucleotidica da sequéncia, para incorporar 0os corantes
que permitiram a determinacao dos genotipos.

Etapa 5 — coloragéo: primeiramente, os chips foram lavados sem remover o
DNA hibridizado. Uma sequéncia de reagentes e corantes foi aplicada nos 69 chips,
possibilitando a emissdo de fluorescéncia para a determinagdo dos diferentes

gendtipos. Todo o procedimento ocorreu em equipamento com umidade e

31



temperatura controladas. Apds a coloracéo, os chips foram acondicionados a vacuo
até completa secagem.

Etapa 6 — genotipagem: apds a secagem, os chips foram levados para o
equipamento lllumina iScan®. Um conjunto de laser foi utilizado para excitar os
fluoréforos que estavam ligados aos beads na lamina, permitindo que o sinal de
fluorescéncia fosse captado e analisado. A informagédo obtida do SNP para cada
gendtipo testado € determinada pela intensidade de fluorescéncia emitida pela
reacao fisico-quimica que ocorre no sitio de hibridizag@o especifico para cada SNP,
que é captada por diferentes tipos de plataformas de deteccdo. As intensidades
determinaram a formacgdo de trés possiveis grupos que representam os genotipos

hipotéticos AA, AB e BB.

2.3. Genotipagem dos microssatélites

Na genotipagem com microssatélites foram utilizados 20 marcadores SSR
ligados a genes de resisténcia a doencas e a QTLs relacionados a caracteristicas de
interesse agrondmico (Quadro 2), obtidos no Soybase (www.soybase.org).

As reacbes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, sendo o
volume total da reacéo de 20 pL. A reacao foi constituida de 30 ng de DNA, 3 mM de
MgCly, tampéo 1X (2 mM de Tris e 5 mM de KCI), 250 yM de dNTP, 0,4 uM de cada
primer (senso e antisenso) e uma unidade de Taq DNA Polimerase. As
amplificagbes foram realizadas em termociclador programado para um ciclo a 94 °C,
por 3 minutos; 35 ciclos a 94° C, por 30 segundos, 55 °C, por 30 segundos, e 72 °C,
por 45 segundos; e um ciclo final de 72 °C, por 20 minutos.

A genotipagem das amostras foi realizada por eletroforese capilar em
multiplex e as reagbes de PCR foram realizadas em singleplex. Omultiplex foi
montado pela combinacdo de quatro marcadores em uma Unica amostra,
combinando 5 pL de cada produto da amplificagéo individual com quatro diferentes
fluorescéncias (6FAM, PET, VIC e NED). Da mistura domultiplex foi retirado 1 pL e
diluido em 49 yL de &gua ultrapura. Em seguida, 1 pL foi transferido para uma placa
de PCR, adicionando uma mistura composta por 8,80 uL de formamida (Hi-di) e 0,20
uL do padrdo de tamanho molecular (size standard) 500LIZ de coloracdo laranja
(Life Technologies, 2013). Os fragmentos amplificados foram separados em
capilares
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Quadro 2- Marcadores microssatélites selecionados conforme a caracteristica de interesse

Caracteristica Origem (variedade) Marcador G.L. Distancia(cM) R2 Referéncia
Floracao X132 Satt286 C2 Satt286 = 101,75t 36,07% TASMAet al., 2001.
Fotoperiodo X136 Satt286 C2 Satt286 = 101,75 20,77% TASMAet al., 2001.
Lipoxigenase Pureunkong Sat_ 074 F 8,6 KIM et al., 2004.
Mancha olho-de-ra Davis Satt547 J 0,6 MIAN et al., 1999.
Maturag&o X136 Satt276 Al 17,16 9,83-12,13% TASMA et al., 2001.
Maturag&o X136 Satt286 C2 Satt286 = 101,75 21,72-28,65% TASMA et al., 2001.
Mofo branco da soja Corsoy79 / Dassel / DSR173/ S19-90 / Vintor Satt114 F 18,72 ARAHANA et al., 2001.
Mofo branco da soja 1A2053 Satt185-Satt263 E QTL posicéo =45cM  15,70% GUO et al., 2008.
NCSraca 3 Essex Satt309 G 4,531 42-97% MEKSEMet al., 1999.
Necrose da Haste BRS133 Sat_308 G 28,87 OLIVEIRA, 2009.
Nematéide de galha P1595099 Satt114 F 63,68t 46,00% FUGANTI et al., 2004.
Nematoide de galha P196354 Satt492-Satt358 (0] 3,1 55,80% Lletal., 2001.
Nematoéide Reniforme P1437654 Sat_168 G 3,9t 8,50% HA et al., 2007.
Nematoéide Reniforme P1437654 Satt513 L 106,371 18,10% HAet al., 2007.
Peso do grao Young X Pl1416937 Satt263 E 45,41 18,00% FASOULA et al., 2004.
Peso do grao Young X P1416937 Satt303 G 53,411 8,00% FASOULA et al., 2004.
Podridao daraiz da soja  Clark Satt152 (Rps1, Rpslb, Rps: N 0 DEMIRBAS et al., 200:
Podridao parda da Haste BSR101 Satt244 J 65,041 KLOS et al., 2000.
Tamanho da semente A97-775006! / S12-492 Sat_099 L 78,231 33,70% HOECK et al., 2003.
Tamanho da semente A97-775026! /| A96-4920582 Satt006 L 921 32,50% HOECK et al., 2003.
Teor de 6leo N87-984-16 X TN93-99 Satt420 (@) 49,712 15,00% PANTHEE et al., 2005
Teor de 6leo N87-984-16 X TN93-99 Satt479 (@) 54,202 12,00% PANTHEE et al., 2005
Teor de proteina Young X Pl416937 Satt398 L 30,58t 8,00% FASOULA et al., 2004.
Teor de proteina N87-984-16 X TN93-99 Satt570 G 12,212 20,20% PANTHEE et al., 2005
Virus do mosaico da Soja J05 Satt114 F 5,42 SHl et al., 2008.

Posigdo do marcador com base no mapa gmcomposite2003 da soybase.org.
2Posicao do marcador com base no mapa de Cregan et al. (1999).
3Posi¢cao do marcador com base no mapa de Song et al. (2004).



contendo polimero POP7 (Life Technologies, 2013), utilizando-se o sequenciador
automético ABI3130xI, de acordo com a recomendagdo do fabricante.Os dados
foram codificados com auxilio do programa Gene Mapper versdo 4.0 (Life
Technologies, 2013).

2.4. Estimativa da diversidade genética

As relacdes genéticas entre as cultivares foram avaliadas por meio de uma
matriz de dissimilaridade, construida utilizando-se o complemento do indice de

similaridade para dados codominantes e multialélicos de Schuster e Cruz (2003):

AC
Dqc :1_E

Em que: Ds. € a dissimilaridade entre dois individuos, AC é o numero de alelos
comuns entre os individuos e AT é o numero de alelos totais avaliados.

Como a soja é uma espécie dipldide, o nimero total de alelos avaliados em
cada individuo € duas vezes o numero de locos avaliados, pois cada individuo
possui dois alelos em cada loco.

Com as estimativas de dissimilaridade descritas por Schuster e Cruz (2003),
foi gerado um dendrograma com base no método hierarquico de agrupamento
UPGMA (em inglés - Unweighted Pair-Group Mean Average). As cultivares também
foram agrupadas, com base na matriz de dissimilaridade, utilizando-se o método de
Tocher.

Todas as analises de diversidade genética foram realizadas utilizando o
programa GENES (Cruz, 2008).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A genotipagem de 169 cultivares na plataforma iScan produziu resultados
para 5353 marcadores SNPs (89% do total). Pela analise exploratéria dos dados,
foram retiradas as cultivares que apresentaram menos de 90% de dados validos, e
também os marcadores que apresentaram menos de 90% de dados validos. Nesta
selecdo, foram excluidas da andlise 16 cultivares (9,5%) e 415 marcadores (7,7%
dos marcadores que amplificaram). Destes, 357 marcadores foram monomérficos
entre as 153 cultivares restantes (6,6% dos marcadores validos) e 58 marcadores
foram eliminados por apresentarem menos de 90% de dados vélidos (1% dos
marcadores). A andlise completa foi realizada, entdo, com 153 cultivares e 4938
marcadores SNPs.

Uma ampla cobertura gendmica foi obtida pelo elevado numero de
marcadores e o humero de marcadores por cromossomo teve uma média de 246,9,
variando de 199 (cromossomo 1) a 320 (cromossomo 8) (Figura 1). A utilizacéo de
uma grande quantidade de marcadores permite que seja feita uma comparacao
entre as cultivares em varias regides do genoma, aumentando a precisdo da analise

de diversidade genética.
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Figura 1 — Distribuicdo dos 4938 marcadores SNPs nos 20 cromossomos de soja.
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Na analise com marcadores microssatélites, foram observados 124 alelos,
variando entre 2 a 11 alelos por loco, com média de 6,2. Resultado semelhante foi
encontrado por Narvel et al. (2000), que avaliaram a diversidade genética em 39
cultivares elite e 40 PI's, utilizando 74 marcadores microssatélites e observaram uma
variacdo de 2 a 11 alelos por loco, com média de 5,4. Priolli et al. (2010), ao avaliar
a diversidade genética utilizando 17 marcadores SSR em 168 cultivares brasileiras,
observaram 91 alelos, variando de dois a oito alelos por loco, com média de 5,06.

Em soja, espera-se que todos o0s locos estejam em homozigose, devido ao
modo de reproducdo autégama e diversas geracfes de autofecundacdo para
obtencdo de uma cultivar. Entretanto, todas as cultivares apresentaram locos
heterozigotos. A porcentagem de heterozigosidade por cultivar variou de 3%(BRSMT
Crixas, CD 205, P98Y70 e Celeste) a 41% (BMX Titan RR), com uma média de 8%.
Sessenta e nove por cento das cultivares tiveram menos de 5% de heterozigotos e
cerca de 18% das cultivares tiveram mais de 10% de heterozigosidade (Figura 2).
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Figura 2 — Frequéncia de heterozigosidade observada em 153 cultivares de soja,
utilizando 4938 marcadores SNPs e 20 SSR.

A heterozigosidade observada nao significa a presenca de plantas
heterozigotas e sim a mistura de plantas homozigotas com gendétipos diferentes, o
que produz, no bulk de plantas utilizadas para a analise, a observacgdo de dois alelos

em um determinado loco. Por este motivo, € utilizado o termo heterozigosidade e



nao heterozigose. A observagao de heterozigosidade em cultivares de soja pode ser
devida, principalmente, a uma mistura de linhas puras no processo de producéo de
sementes genéticas. H4 ainda a possibilidade de mistura de cultivares na produgéo
de sementes, embora esta mistura normalmente seja detectada nos procedimentos
de controle de qualidade, na certificacdo de sementes. Outro fator que pode
contribuir, embora muito pouco frequente, € a presenca de mutagcdo em
determinados locos. Existe também a possibilidade de erro de genotipagem pela
presenca de alelos “fantasmas” no caso da avaliagdo com locos microssatélites, que
podem indicar mais de um alelo por loco. Entretanto, os locos SSR representam
apenas 0,04% do total de marcadores, ndo sendo suficiente para explicar o alto nivel
de heterozigosidade encontrado nas cultivares.

As estimativas de distancias genéticas variaram de 0,0052 (P98Y11l e
P98Y51) a 0,4216 (BMX ENERGIA e CD 206), com uma média de 0,32. Mais de
50% das distancias genéticas se concentraram no intervalo de 0,31 a 0,35 (Figura
3), demonstrando que a grande maioria das cultivares diferem entre si em
aproximadamente 1/3 do genoma. Menos de 6% das distancias genéticas estdo no
intervalo de 0 a 0,25; 23,33% estao no intervalo de 0,26 a 0,30; 17,53% no intervalo
de 0,36 a 0,40; e 0,64% das distancias foram maiores que 0,41. Resultados
diferentes foram encontrados por Priolli et al. (2010), que observaram uma média de
diversidade genética de 0,58, variando de 0,07 a 0,826. A maioria das 168 cultivares
avaliadas pelos autores apresentou uma diversidade genética acima de 0,43. Essa
diferenca nos resultados pode ser devida & amplitude do genoma avaliado.
Enquanto Priolli et al. (2010) avaliaram 18 locos microssatélites, no presente
trabalho, foram avaliados 20 marcadores microssatélites e 4938 SNPs, o que
garante maior cobertura do genoma e maior confiabilidade dos resultados, trazendo-
0S mais proximos da realidade. Outro fator € o conjunto de diferentes cultivares
avaliadas entre os dois trabalhos, o que resulta em diversidades genéticas
diferentes.

Pela andlise de agrupamento baseada no método hierdrquico UPGMA
(Figura 4) e com um ponto de corte no dendrograma estabelecido em uma anélise
paralela pelo método de Tocher (dados ndo mostrados), foi possivel formar 14
grupos: um grupo com 29 cultivares, um grupo com 25 cultivares, trés grupos com

20 cultivares, um grupo com 12 cultivares, um grupo com 10 cultivares, dois grupos
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com cinco cultivares, dois grupos com duas cultivares e trés grupos apresentando

apenas uma cultivar (Quadro 3).
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Figura 3 — Distribuicdo de frequéncia das distancias genéticas em 153 cultivares de
soja, utilizando 4938 marcadores SNPs e 20 marcadores microssatélites.

Observa-se, pela analise do dendrograma e no Quadro 3, que alguns grupos
concentram cultivares do mesmo programa de melhoramento. As trés cultivares
pertencentes ao programa de melhoramento da Pioneer estdo no grupo 1. A maioria
das cultivares da Embrapa estd no grupo 4. O grupo 10 é constituido, em sua
maioria, por cultivares de origem do Germoplasma americano/argentino, introduzido
recentemente no Brasil. Isso demonstra que este germoplasma mais recente é
diferente do germoplasma tradicional do Brasil.

Algumas cultivares do mesmo programa de melhoramento apresentaram
similaridade maior que 95%, tais como: P98Y51 e P98Y11l, BRS MT Pintado e
Tucunaré, BRS 230 e BRS 232, BRS 245 e BRS 246, CD 201 e CD 208, CD 218 e
CD 238 RR, CD 206 e CD 206 RR, CD 217 e CD 237 RR, Fundacep 39 e Fundacep
59 RR, BMX Apollo RR e BMX Energia RR. As cultivares CD 201 e CD 208 sé&o
derivadas da cultivar Ocepar-4 Iguagu. A cultivar CD 238 RR deriva de
retrocruzamentos da CD 218, assim como a CD 206 RR e CD 206; e CD 237 RR e

CD 217. Isso explica a elevada similaridade dessas cultivares.

38



[

'
i
I

g
i

LH
U

I

|
Ul

- - - L] - -
- - - " o am

Figura 4 — Andlise de agrupamento de 153 cultivares de soja pelo método UPGMA,
a partir das distancias genéticas geradas por 4938 marcadores SNPs e 20 SSR. A
linha de corte na posicdo da distancia 0,30 foi obtida a partir da andlise de
agrupamento de Tocher, comparando-se o0s grupos formados.



Quadro 3 — Agrupamento formado pelo dendrograma da Figura 4 em 153 cultivares

de soja brasileiras utilizando 4938 marcadores SNPs e 20 SSR

Grupos Cultivares
BRS MT
PO8Y51 PO8Y11 Pintado Tucunaré TMG 115 RR
1 CD 2800 CD 242 RR CD 2860 BRS 262 P98Y70
Matrincha Garimpo Celeste Lideranca M 6009 RR
MSoy 8001 TMG 123 RR  Vencedora CD 2840 Msoy 7901
5G770RR  CD 254 RR Conquista CD 2792 RR M 7908 RR
2 BRS 256 RR CD 247 RR CD 246 Capindpolis CAC-1
BMX Titan
RR NA A6411 RR FT Abyara Mercedes 70 Fundacep 58 RR
5D711 RR CD239RR CD 231 RR CD230RR CD229RR
3 CD 205 Fundacep 33 CD 253 CDFapa 220 CD 228
CD 250 RR Fundacep 63
CD 216 STS CD 248 RR RR CD 225 RR
BRS 258 Bragg BRS 230 BRS 232 Fundacep 38
R7 Msoy 7201 Embrapa 48 IAS 5 Ft-Guaira
4 BRS 184 CD 221 Embrapa 59 BRS 243 RR BRS 245 RR
BRS 246 RR CD 232 BRS Lambari BRS 185 CD 252
Fundacep 53
M7578 RR RR M 7211 RR CD 251 RR  Tabarana
Fundacep 56 Fundacep 55 TMG 1066
RR RR M 6707 RR RR M 9144 RR
CD241RR CD?224 CD 201 CD 208 CD 226 RR
CD 249 RR
> BRS 213 Ocepar 14 CD 213 RR STS 5G 830 RR
CD 215 TMG 4001 RR MSoy 2001 CD240RR CD235RR
CD 218 CD 238 RR 5D 660 RR CD 202 TMG 1067 RR
CD233RR 5D 690 RR CD 236 RR USP 1
6 CD244RR CD245RR
BRS MT
! CD243RR CD?219RR Crixas TMG 103 RR Ft-Estrela
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Quadro 3, Cont.

CD 206 RR CD 206 Tropical R CD 217 CD 237 RR
8 Fundacep 59 Ocepar 3-
Fundacep 39 RR CD 204 Msoy 6101 Primavera
BRS 268 M7839 RR
BMX Apollo  BMX Energia
? RR RR TMG 7161 RR CD 5807 BRS 283
A 7321 RG NA 4990 NK 3358 NK 7059 CD 2630 RR
Spring 5.3 CD 2737 RR NA A4725RG CD 2721 RR RA518RR
10 BMX Magna Dom Mario
RR 7.0RR Anta A 6001 RR Fundacep 61 RR
BMX Poténcia BMX Ativa
RA 628 RR A 8000 RR RR NA 5909 RR
11 CD 5969
12 TMG 1161
RR
13 Engopa 302 Engopa 304
14 BRS 284

Outras cultivares se mostraram bastante similares entre programas de
melhoramento: CD 205 e Fundacep 33, BMX Magna RR e Dom Mario 7.0 RR, Anta
e A6001 RR.Priolli et al. (2004) avaliaram a diversidade genética entre programas de
melhoramento de soja no Brasil utilizando doze marcadores microssatélites em 184
cultivares e obtiveram diferengas significativas apenas em cinco das quinze
comparacdes realizadas entre os programas de melhoramento brasileiro. Além
disso, constataram que havia maior variabilidade genética dentro dos programas de
melhoramento do que entre eles. Isso indica a estreita base genética das cultivares
brasileiras nos programas de melhoramento de soja, que pode ser comprovada pela
baixa diversidade genética encontrada neste trabalho.

Grande parte das cultivares com a mesma regido de adaptacéo para cultivo
estdo alocadas no mesmo grupo, como é o caso dos grupos 1, 2, 6, 7 e 13,
formados, quase que exclusivamente, por cultivares adaptadas a regido Central do
Brasil. No grupo 3, 85% das cultivares sdo adaptadas a regido Sul. Das 36 cultivares

presentes nos grupos 8, 9 e 10, apenas uma é adaptada somente a regido Central.
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No grupo 4, cerca de 67% das cultivares sdo adaptadas a regido Sul; 21% para a
regido Central e 12% de ampla adaptacdo. Aproximadamente 76% das cultivares do
grupo 5 sdo adaptadas somente a regido Sul. A elevada similaridade do
agrupamento das cultivares com as regides de cultivo novamente indica a utilizagéo
de poucos ancestrais para a obtengcdo de novas cultivares em programas de
melhoramento brasileiros. Isso pode indicar maior vulnerabilidade das cultivares a
doencas em determinadas regides do Brasil e, portanto, um elevado parentesco por
regido pode facilitar a disseminagcdo da doenca e consequentemente aumentar os
prejuizos da cultura.

Este trabalho avaliou pela primeira vez o Germoplasma da soja brasileira,
utiizando uma ampla cobertura com marcadores SNPs e microssatélites. Foi
observada baixa variabilidade entre as cultivares que, na sua maioria, compartilham
2/3 do genoma. A baixa variabilidade genética observada estad em linha com as
avaliagbes da base genética da soja brasileira. A estreita base genética, resultante
do uso de poucos ancestrais, € responsavel pela baixa diversidade do Germoplasma
comercial de soja no Brasil.

As recentes introducbes de cultivares originadas do Germoplasma
americano/argentino podem contribuir para a ampliagdo da base genética e,
consequentemente, da variabilidade das futuras cultivares. Isso ficou evidente nos
resultados, uma vez que estas cultivares origindrias do Germoplasma
americano/argentino agruparam-se, em sua maioria, em um grupo Unico. Mesmo
assim, para que a variabilidade genética e, consequentemente, as possibilidades de
ganhos genéticos em diversas caracteristicas possam aumentar, ainda € necessario
introduzir novas fontes de Germoplasma, além de intensificar os programas de pré-

melhoramento.
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4. CONCLUSOES

a) A ampla cobertura do genoma com marcadores SNPs apresentou
resultados de similaridade genética compativeis com as informagdes da estreita
base genética da soja no Brasil.

b) As cultivares brasileiras apresentam, em média, aproximadamente 70%
de similaridade genética.

c) Cultivares da mesma regido de adaptagdo de -cultivo geralmente
pertencem ao mesmo grupo de similaridade.

d) Para aumentar a variabilidade genética do germoplasma brasileiro existe

a necessidade da introducéo de cultivares de outros germoplasmas.
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CAPITULO 2
Desequilibrio de ligagdo em soja tropical utilizando analise ampla do genoma

com marcadores SNPs

1. INTRODUCAO

A Selecd@o Assistida por Marcadores (SAM) é uma técnica biotecnoldgica
que permite a selecdo direta ou indireta de genétipos de interesse, utilizando
marcadores moleculares ligados a genes que expressam a caracteristica em
selecdo. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada em programas de
melhoramento por apresentar diversas vantagens em relacdo a selecédo fenotipica:
(1) a selegdo com base em marcadores moleculares nédo sofre interferéncias
ambientais; (2) pode ser realizada em qualquer estadio da planta; (3) avalia
caracteristicas dificeis de serem avaliadas em campo (caracteristicas com baixa
herdabilidade); (4) acelera a recuperacdo de gendtipos recorrentes e fixa alelos
recessivos em programas de retrocruzamento; (5) acelera a piramidacdo de alelos
de resisténcia, de caracteristicas qualitativas ou de véarios QTLs (Schuster et al.,
2001; Alzate-Marin et al., 2005; Rodrigues et al., 2010; Schuster, 2011).

O sucesso da selecdo assistida por marcadores depende de varios fatores:
(1) um mapa genético com marcadores moleculares ligados a genes que controlam
caracteristicas de interesse agrondmico; (2) uma associagdo significativa entre os
marcadores e 0s genes ou QTLs; (3) baixa recombinagdo entre o marcador
associado a caracteristica e ao restante do genoma; (4) a possibilidade de avaliar
um grande numero de plantas em pouco tempo a um custo razoavel (Holland, 2004;
Schuster, 2011).

Basicamente, duas estratégias podem ser utilizadas para o mapeamento:
mapeamento por recombinagé&o e por associagdo. O mapeamento por recombinac¢éo
utiliza cruzamentos biparentais de individuos contrastantes para a obtencdo do
mapa, diferentemente do mapeamento por associagdo, no qual um conjunto de
cultivares/linhagens é utilizado para realizar o mapeamento (Carneiro e Vieira, 2002;
Mackay e Powell, 2007). Esta ultima metodologia é mais eficiente para o uso da

SAM, pois a variabilidade genética é representada por diversos haplotipos e nédo se
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limita a apenas dois genitores. Além disso, a associagdo entre o marcador e a regiao
que controla a caracteristica de interesse é elevada pelo fato dessa metodologia se
basear na deteccéo de blocos de desequilibrio de ligacdo, ou seja, 0 marcador e a
regido que controla a caracteristica estdo em desequilibrio de ligagdo sendo
herdados juntos (Ruane e Sonnino, 2007; Sorkheh et al., 2008).

Como os blocos de desequilibrio de ligacdo sdo pequenos, somente é
possivel detecté-los por meio da saturagdo do genoma com marcadores moleculares
(Mackay e Powell, 2007, Xie et al., 2008). O advento dos marcadores SNPs e
tecnologias de genotipagem de alto rendimento tornaram possiveis a avaliagdo do
genoma de diversas espécies com milhares de marcadores, cobrindo grande parte
do genoma e possibilitando a deteccdo destes blocos e, consequentemente, a
obtenc&o de mapas de associacdo. A analise do desequilibrio de ligacdo em plantas
pode elucidar a estrutura genémica das plantas e também facilitar o uso da SAM e a
clonagem posicional de genes para caracteristicasde dificil selegdo (Sorkheh et al.,
2008). Diversos trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de analisar o
desequilibrio de ligagcdo em plantas, como em Arabidopsis (Nordborg et al., 2002),
alface (Simko et al., 2009), milho (Xie et al., 2008), soja (Zhu et al., 2003) e tomate
(Labate et al., 2009).

Este trabalho teve como objetivo analisar o desequilibrio de ligacdo em
cultivares brasileiras de soja utilizando marcadores SNPs e genotipagem de alto
rendimento. Trata-se do primeiro trabalho de desequilibrio de ligacdo em soja

tropical.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Foram utilizadas 169 cultivares/linhagens de soja em uso comercial no
Brasil, incluindo algumas que foram importantes no passado, como genitores nos
programas de melhoramento. As sementes foramadquiridasdos obtentores das
cultivares, de produtores de sementes que produzem sementes certificadas, e do
banco de Germoplasma de soja da Coodetec. As cultivares foram cultivadas em
parcelas experimentais, a campo, no verdo 2011/12, na Coodetec, em Cascavel,
PR.Foram coletados discos foliares de 10 plantas de cada cultivar, diretamente em
tubos de coletae queforam imediatamente congelados em nitrogénio liquido. As
amostras foram armazenadas em ultrafreezer, a -80°C, até serem utilizadas para
extracdo de DNA.

Para extracdo de DNA, foi utilizado o kit DNAeasy Plant Kit, da Qiagene, e 0

equipamento Biosprint 96, conforme instru¢cdes do fabricante.

2.2. Genotipagem dos marcadores SNPs

Foi utilizada a plataforma Illumina iScan e o painel Infinium iSelect HD
Custom Genotyping BeadChips 6k (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA). Foram
customizados oito BeadChips, contendo 24 amostras cada, totalizando 192
amostras, das quais 169 foram utilizadas neste trabalho. Cada amostra foi avaliada
com 6000 marcadores SNPs. A genotipagem dos SNPs foi realizada na empresa

Deoxi Biotecnologia Ltda ®, em Aragatuba - SP.

2.3. Andlise dos blocos de desequilibrio de ligacao

Todas as andlises de estruturacdo dos blocos de desequilibrio de ligacao
foram realizadas pelo software SNP & Variation Suite (SVS), verséo 7.0, da empresa

Golden Helix, disponivel em http://www.goldenhelix.com/SNP_Variation.
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Os dados gerados pela plataforma da Illlumina foram filtrados no software
SVS, removendo os marcadores que apresentaram menos de 90% de dados
validados, SNPs monomodrficos e cultivares com mais de 10% de dados perdidos.

Para a obteng&o dos blocos de desequilibrio de ligagéo, foram utilizados dois
estimadores conjuntamente. O primeiro, chamado de Método de Haplotipo
Composto (Composite Haplotype Method — CHM), € baseado no coeficiente
genotipico de desequilibrio de ligacdo (Aag),de Weir (1996). A estimativa de
Apgenvolve o célculo da frequéncia entre dois locos. No caso de dois locos bi-

alélicos, essas frequéncias sdo estimadas por:

NaaBb
Nap = 2Nyapp + Naapp + Nagps + 5

Em que: naaspé, por exemplo, o nimero de individuos com genétipo Aa/Bb, e n é o
ndmero total de amostras. O desequilibrio composto € definidko como a soma de

componentes entre e intragameticos:

Ayp=Dyp + Dysp = Pag + Pyyp — 2DaDp

Sob andlise aleatédria de locos (equilibrio de ligacao), Pas = paps, € entao
Axgé uma estimativa tendenciosa do parametro de desequilibrio de ligagdo,Dag. NO
método CHM, n&o é necessério separar componentes entre e intragaméticos e o

termo é dado por:

_ Pyp + Pyp
Pap =" 5

O desequilibrio de ligagéo foi estimado também pelo quadrado da correlagéo

das frequéncias alélicas (r%) (Weir, 1996);

sendo:y?=[n(NniNp2-Nn2Np1) ]/ (N1N2NNND)
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Em que:

n= numero total de individuos;

nn:=nUmero de individuos com alelo 1 no loco 1 e alelo 1 no loco 2;

Np>= nimero de individuos com alelo 1 no loco 1 e alelo 2 no loco 2;

Nn2= nUmero de individuos com alelo 2 no loco 1 e alelo 1 no loco 2;

Np1= nUmero de individuos com alelo 2 no loco 1 e alelo 2 no loco 2;

n;= numero total de individuos com alelo 1 no loco 1;

n,= numero total de individuos com alelo 2 no loco 1;

nn= numero total de individuos com alelo 1 no loco 2;

Np= numero total de individuos com alelo 2 no loco 2.

A estimativa do desequilibrio de ligacdo a partir de r? pode ter vantagens
sobre Dag, Uma vez que, na estimativa a partir de r?, leva-se em conta a diferenca na
frequéncia dos alelos entre dois locos, enquanto a estimativa a partir de Dag
considera apenas a recombinacgao.

Os blocos de desequilibrio foram extraidos manualmente a partir do grafico
gerado pelo software SVS, incluindo somente os blocos com desequilibrio préximo
de um. Estes blocos aparecem unidos no gréfico pela coloragdo vermelha, indicando
o desequilibrio de ligacdo naquela regido. Quanto mais forte a tonalidade do
vermelho, maior o desequilibrio. Blocos formados por vermelho claro foram retirados

da analise, bem como os blocos azuis, que representam equilibrio de ligag&o.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na genotipagem com o painel Infinium iSelect HD Custom Genotyping
BeadChips 6k (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA), foram obtidos genotipos para
5353 marcadores. Foi realizada uma filtragem destes marcadores, dos quais391
foram retirados da analise, sendo 333que foram monomoérficos e 58 marcadores que
apresentaram menos de90% de dados validados. Das 169 cultivares analisadas,
153 cultivares foram mantidas e 16 cultivares foram retiradas por terem mais de 10%
de dados perdidos.

O numero de marcadores por cromossomo variou de 199 (cromossomo 1) a
320 (cromossomo 8), com média de 246,9 marcadores por cromossomo (Quadro 1).
Para cada cromossomo, foi calculada a relagdo entre o nimero de SNPs e o
tamanho em cM de cada cromossomo. Em média, existe um marcador SNP a cada
0,48 cM, variando de 0,33 cM/SNP (cromossomo 4) a 0,60 cM/SNP (cromossomo

17), demonstrando a ampla cobertura genémica do experimento.

Quadro 1 - Distribuicdo dos marcadores SNPs e dos blocos de desequilibrio de
ligagdo nos 20 cromossomos de soja

NuUmero de

Cromossomo? GL? Tamanho (cM)t SNPs cM/SNP Blocos em deseq.
1 Dla 109,318 199 0,549337 25
2 D1b 143,608 293 0,49013 31
3 N 106,12 217 0,489032 25
4 C1 75,06 225 0,3336 27
5 Al 96,47 236 0,408771 30
6 Cc2 147,5 257 0,57393 28
7 M 134 260 0,515385 25
8 A2 156,882 320 0,490256 28
9 K 102,956 220 0,467982 26
10 (@) 139,36 235 0,593021 26
11 B1 135,09 227 0,59511 20
12 H 120,18 202 0,59495 21
13 F 144,67 316 0,457816 41
14 B2 106,11 235 0,451532 32
15 E 104,43 263 0,397072 41
16 J 91,619 209 0,438368 20
17 D2 128,4 213 0,602817 29
18 G 110,91 322 0,344441 36
19 L 111,59 260 0,429192 34
20 I 124,34 229 0,542969 22
TOTAL 2388,613 4938 0,488286 567

1Fonte: Soybase (www.soybase.org).
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O elevado numero de SNPs distribuidos ao longo do genoma da soja
permitiu que fossem identificados 567 blocos em desequilibrio de ligacdo (Figura 1).
A média do numero de blocos por cromossomo foi de 28,35, variando de 20
(cromossomos 11 e 16) a 41 (cromossomos 13 e 15) (Quadro 1). Ndo houve relagcao
entre a diminuicdo da distancia entre os marcadores SNPs e o aumento no nimero
de blocos de desequilibrio de ligacdo, demonstrando que estes blocos estdo de
forma aleatdria no genoma. Entretanto, somente um nimero elevado de marcadores
torna possivel a detec¢cao de pequenos blocos em desequilibrio.

A quantidade de SNPs em desequilibrio de ligacdo em cada bloco variou de
2 a 15, com média de 2,69 SNPs por bloco. Entre os blocos contendo SNPs em
desequilibrio de ligacéo, 64,9% tinham apenas dois marcadores e menos de 2% dos
blocos continham sete ou mais marcadores (Figura 2). Isso indica a grande
guantidade de marcadores SNPs necessarios para identificar blocos de desequilibrio
de ligagcdo em soja. Para um mapeamento por associagao eficiente, a quantidade de
marcadores deve ser proxima ou superior a quantidade utilizada neste trabalho.

Linkayge Disequilibrium
s &
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Linkage Disequilibrium
11
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Figura 1 — Distribuicdo dos blocos de desequilibrio de ligagdo ao longo dos 20
cromossomos de soja. O quadrado da correlacao das frequencias alélicas (R?) esta
representado por uma escala de cores. A coloragéo vermelha representa regides de
desequilibrio de ligacdo (R? = 1) e a coloracdo azul regides de equilibrio (R2 = 0). As
marcacdes em preto nos cromossomos representam blocos de desequilibrio de
ligacéo.
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Figura 2 — Frequéncia do niumero de marcadores SNPs em desequilibrio de ligacdo
por bloco.

A quantidade de SNPs por bloco foi proporcional ao tamanho dos blocos. A
média dos tamanhos dos blocos foi de 410,68 kb, variando de 1,173 a 13.692,9 kb

(ambos os blocos contidos no cromossomo 4) (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicdo da frequéncia do tamanho dos blocos de desequilibrio de
ligacéo.
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Pode-se observar, na Figura 3, que mais de 70% dos blocos de desequilibrio
de ligacdo possuem tamanhos menores que 200 kb. Hyten et al. (2007) avaliaram o
desequilibrio de ligagdo em soja, a partir de trés regides de sequéncias contiguas,
utilizando marcadores STS (Sequence Tagged Site). Estes autores analisaram
guatro tipos de populagdes: Glycine soja, Landraces, Ancestrais Norte-americanos e
cultivares Elite. O tamanho dos blocos de desequilibrio de ligacdo nestas trés
regides variou conforme a populagdo. O tamanho dos blocos da populagdo G. soja
variou de 25 kb a menos de 1 kb, com uma média de 4,8 kb por bloco. A populacao
Landraces teve uma média de 21,5 kb por bloco e os blocos variaram de 186 kb a
menos de 1 kb. O maior bloco da populagéo de ancestrais norte-americanos foi de
89 kb, com média de 34,9 Kb por bloco. A maior média encontrada entre as
populagdes foi no grupo das cultivares Elite, no qual a média de tamanho dos blocos
foi de 80,1, mais que o dobro da populacdo de ancestrais norte-americanos. Esses
autores atribuiram a maior média a pressao de selecdo dentro ou préximo a essas
regibes avaliadas, ao efeito gargalo e ao fotoperiodo, no qual foi observado que as
cultivares deste grupo criaram subdivises entre maturagdo precoce e tardia.

Os resultados encontrados por Hyten et al. (2007) e no presente trabalho
possuem grandes diferengas. Enquanto o trabalho daqueles autores avaliou regides
especificas do genoma da soja com tamanho médio de 474,33 kb, com 74
marcadores STS (média de um marcador a cada 6,4 kb), o presente trabalho avaliou
todo o genoma da soja, com 4938 marcadores SNPs. Segundo Arumuganathan e
Earle (1991), o genoma da soja possui cerca de 1,1 a 1,15 gb, o que significa que
neste trabalho foi utilizado em média um marcador a cada 222 kb. Além disso, no
presente trabalho, foi verificado que existe variagédo entre regides do genoma quanto
ao numero de blocos e ao tamanho deles, o que significa que, no trabalho de Hyten
et al. (2007), pode ter sido analisada uma parte do genoma que contém blocos
menores. Outra diferenca é em relacdo aos diferentes pools génicos estudados.
Conforme Yamanakaet al. (2007), o pool génico brasileiro é diferente do chinés e do
japonés, os quais serviram como base para duas populagdes avaliadas no trabalho
de Hyten et al. (2007). As outras duas popula¢cbes derivaram de cultivares norte-
americanas, as quais podem apresentar semelhangas de pool génico com as
cultivares brasileiras, pelo fato de as cultivares brasileiras de soja derivarem de

poucos ancestrais norte-americanos (Hiromoto e Vello, 1986).
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A soma do tamanho dos blocos em desequilibrio de ligacdo foi de
226.341,72 kb, o que representa 20% do genoma da soja, considerando que o
genoma apresenta 1,1 gb. No trabalho de Hyten et al. (2007), essa proporcéo de
blocos em desequilibrio com o tamanho do genoma avaliado variou de 18%
(populagéo G. soja) a 51% (cultivares Elite). Isso demonstra que diferentes pools
génicos possuem diferentes niveis de queda de desequilibrio de ligacédo, sendo que,
quanto maior a queda no desequilibrio de ligacdo, menor o tamanho dos blocos. A
queda do desequilibrio de ligagdo é menor em espécies autbgamas do que em
albgamas, pois nas autbgamas a recombinagdo € menos efetiva, devido a elevada
homozigose das plantas. Além da taxa efetiva de recombinagdo, outros fatores
podem afetar a queda de desequilibrio de ligacdo, como a domesticacdo, selecéo,
subdivisédo populacional, estratificagdo da populacéo e o efeito gargalo (Flint-Garcia
et al., 2003).

Este € o primeiro trabalho de avaliacdo do genoma estrutural de soja
tropical, utilizando andlise de desequilibrio de ligagdo de marcadores SNPs em
genotipagem de larga escala. Utilizando esta estratégia, foi possivel apresentar
como estdo distribuidos os blocos de desequilibrio de ligacdo nos 20 cromossomos
de soja, considerando o pool génico de soja tropical. Este resultado pode servir
como base para futuros estudos de mapeamento por associacdo para
caracteristicas de interesse agrondémico, tanto na utilizacdo de SNPs quanto no
tamanho dos blocos possiveis de serem detectados, desde blocos menores ~1 kb
até blocos maiores de ~13.000 kb. Esta informacé@o pode ser util para determinar o
ndmero de marcadores a serem utilizados na andlise e assim garantir um
mapeamento de maior resolugdo e consequentemente uma maior eficiéncia na

utilizacéo da SAM.
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4. CONCLUSOES

a) As cultivares de soja tropicais apresentam grande variagdo no tamanho
dos blocos de desequilibrio de ligacdo, tendo, em média, blocos de 410,68 kb, com
variacdo de aproximadamente 1kb até mais de 13kb.

b) Setenta por cento dos blocos observados em desequilibrio de ligagdo
apresentam tamanho menor do que 200kb.

c) O germoplasma de soja tropical avaliado apresentou, para o conjunto de
marcadores SNPs avaliado, uma média de 28,35 blocos em desequilibrio de ligagéo
por cromossomo, variando de 20 a 41 blocos.

d) O pool génico avaliado possui aproximadamente 20% do genoma com

blocos em desequilibrio de ligagdo no conjunto de marcadores SNPs utilizados.
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