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RESUMO

PASSIANOTTO, André Luiz de Lima, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2010. Identificagcdo molecular de cultivares de soja (Glycine max
L. Merrill) utilizando um sistema semi-automatizado de genotipagem.
Professora Orientadora: Adriana Gonela. Professores Conselheiros: Francismar
Corréa Marcelino, Ricardo Vilela Abdelnoor, Maria Celeste Gongalves Vidigal,
Pedro Soares Vidigal Filho.

A protecdo de cultivares é realizada atualmente com base em descricbes
morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas, caracteristicas essas sensiveis as
variagbes ambientais. Em se tratando de espécies autbgamas e que apresentam
baixa variabilidade genética, como no caso da soja, a distingdo entre as cultivares
utilizando os descritores citados acima demanda muito esforgco e apresenta
grandes limitagbes. Neste sentido, uma forma de se realizar a caracterizagéo de
um modo mais eficiente consiste na analise direta do DNA. Os marcadores
moleculares sao as ferramentas ideais para se realizar este tipo de abordagem,
pois ndo sao influenciados pelo ambiente e podem ser utilizados em qualquer
estadio de desenvolvimento da planta. Dentre os marcadores moleculares, os
microssatélites estdo distribuidos ao longo de todo genoma, sédo especificos,
multialélicos e co-dominantes. Este trabalho visou desenvolver um sistema semi-
automatizado, pelo emprego de marcadores SSR fluorescentes, que permitisse
distinguir geneticamente cultivares de soja. Para tanto, 48 cultivares de soja foram
selecionadas no Banco de germoplasma da Embrapa-Soja. As sementes foram
semeadas em vasos e mantidas em casa de vegetagdo até o surgimento do
primeiro trifélio (estadio V3) os quais foram coletados de cada cultivar pelo método
de bulk e armazenadas a -80°C. Posteriormente, o DNA das amostras foi extraido
e analisado utilizando, para tanto, 23 pares de primers microssatélites. As fitas
senso dos primers selecionados foram marcadas com fluorescéncia azul (6FAM),
verde (HEX), ou amarela (NED). As analises dos fragmentos gerados foram
realizados em sequenciador automatico ABI PRISM Genetic Analyser® 3100
(Applied Biosystem, Foster City, CA) e o software Genotyper® (AB-PEC, Foster
City,CA) foi aplicado para a visualizacdo exata dos alelos e para emissdo de
dados automaticamente. Os eletroferogramas obtidos permitiram a identificagédo
dos loci mais informativos e de seus respectivos alelos. No total foram observados
201 alelos, com uma média de 8,73 alelos por locus. Os loci mais polimorficos

foram Sat 038 e Satt009, com 12 alelos cada e os menos polimérficos foram
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Satt042, Satt045, Satt002 e Satt233, apresentando seis alelos cada. Os loci
Sat 038, Satt612, Satt181, Satt540, Satt009 e Satt005 foram capazes de
identificar e diferenciar todo o grupo de 48 cultivares de soja estudadas, sendo
denominados de /oci diferenciadores. Com base nesses loci foi possivel realizar a
identificacdo dos gendtipos e, consequentemente, a elaboragdo das etiquetas
genéticas dos mesmos. Tal sistema podera ser utilizado para a caracterizagao de
novas cultivares, auxiliando na protecao destas, bem como nos casos de analise

de pureza genética de sementes em que a analise visual for duvidosa.

Palavras-chave: Glycine max, microssatélites, validacao.
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ABSTRACT

PASSIANOTTO, André Luiz de Lima, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
February de 2010. Molecular identification of soybean cultivars (Glycine max
L. Merrill) with semi-automated system of genotyping by use SSR markers.
Adviser: Adriana Gonela. Committee members: Francismar Corréa Marcelino,
Ricardo Vilela Abdelnoor, Maria Celeste Gongalves Vidigal, Pedro Soares Vidigal
Filho.

The cultivar protection is realized based on morphological, physiological and
biochemical descriptions, characteristics sensitive to environmental variations.
When self pollinating species with low genetic variability are considered, as
soybean, the distinction between cultivars using the standard traits demands lots
of effort and it's not efficient. In this sense, one strategy to improve the
characterization is to analyze directly the DNA. Molecular markers are ideal tools t
perform this work, once they are not environmental sensitive and can be applied in
any stage of plant development. Among molecular markers, microsatellites are
distributed through all plant genome, specific, multiallelics and co-dominant.
Therefore, by the above, this work aimed to develop a semi-automated system, by
employing fluorescent SSR markers, that would allow genetically distinguish
soybean cultivars. For this, forty — eight soybean cultivars were selected in the
germoplasm bank from Embrapa — Soybean. Seed were germinated in pots and
kept in green house until the first leaflet appearance (Vs stage) which was
collected from each cultivar in a bulk methodology and storage in -80°C.
Posteriorly, DNA extraction was done and analyzed using 23 pairs of
microsatellites primers. Sense strains were labeled with blue (6FAM), green (HEX)
or yellow (NED) fluorescence. The analyses from results fragments was carried
out in a automatic sequencer ABI PRISM Genetic Analyser® 3100 (Applied
Biosystem, Foster City, CA) and the software GeneMapper® (AB-PEC, Foster City,
CA) was applied to visualize the alleles exactly and to emit data automatically. The
electroferograms obtained allowed the identification informative loci and its alleles.
In total of 201 alleles were observed, with an average of 8.73 alleles per loci. The

most informative loci were Sat_038 and Satt009, with 12 alleles each and the less



informative were Satt042, Satt045, Satt002 and Satt233 with six alleles each. The
loci Sat 038, Satt612, Satt181, Satt540, Satt009 and Satt005 allowed the
identification and differentiation of all group of the 48 soybean cultivars studied,
being named loci differentiator. Based in these loci it was possible perform the
identification of genotypes and consequently elaborate genetic tags. Such a
system will be used in the characterization of new -cultivars, assisting the
protection procedure, as well as in cases to analyzed seed genetic purity when

visual analyses were doubtful.

Key words: Glycine max, microsatellite, validation.
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1. INTRODUCAO

No inicio do milénio a soja, Glycine max (L) Merrill, ndo passava de uma
planta rasteira proveniente do leste asiatico. Entretanto, hoje essa cultura destaca-se
como uma das mais importantes para a agricultura brasileira e mundial (Embrapa,
2004). Sua expansao contribuiu, em parte, para crescimentos consideraveis em
diversos setores, historicos e econbmicos.

A cadeia agroindustrial da soja, no Brasil, gera milhdes de empregos e
participa com 27% do total de exportagcdo gerada pela balanga do agronegdcio
avaliado em mais de US$ 63 bilhdes (Conab, 2010a). A implantagdo desta cultura
expandiu diversas fronteiras agricolas até entdo estagnadas, contribuindo para uma
elevagao significativa na produgdo nacional, atribuindo ao pais a posigao de
segundo maior produtor mundial do gréo, sendo superado somente pelos Estados
Unidos (USDA, 2010).

A producdo mundial de soja na safra 2008/09 foi estimada em cerca de
210,6 milhdes de toneladas cultivadas em uma area de 96,3 milhdes de hectares,
resultando numa produtividade média de 2.186 kg ha™” (USDA, 2010) O Brasil foi
responsavel por 27,1% dessa producgao, totalizando 57,1 milhdes de toneladas de
soja, em 21,7 milhdes de hectares, gerando uma produtividade meédia de 2.629 kg
ha™ (Conab, 2010a).

O bom desempenho apresentado pelo Brasil deve-se primeiramente a
grande quantidade de cultivares melhoradas existente, adaptadas a todas as regides
do pais disponibilizadas por meio dos programas de melhoramento, os quais estao
fundamentados na utilizagdo da diversidade genética para a criagdo e a selegéo de
novas cultivares com alto potencial produtivo (Alcantara-Neto, 2001) e pelas
tecnologias de produgcdo de soja que sao fundamentais para o correto
gerenciamento de uma lavoura, visando a reduzir riscos e custos além de aumentar
a produtividade (Embrapa, 2008).

A caracterizagdo de cada gendtipo é uma tarefa ardua e muitas vezes bem
complexa. No Brasil, a lei de protecao de cultivares (n° 9.456) foi sancionada em
abril de 1997, tendo sido seu Decreto regulamentador n° 2.366 publicado em

novembro de 1997 e uma maior precisdo na identificagdo de cultivares tornou-se



necessaria a fim de garantir os direitos de propriedade do obtentor.

Até meados de 1960, a diferenciagao de gendtipos nos estudos de genética
e melhoramento estava associada as caracteristicas morfofenoldgicas das plantas.
Porém, este método de analise tem como limitagcdes as influéncias ambientais sobre
o fendtipo, além do custo de uma méao de obra especializada (Sansavini, 1998). As
cultivares apresentam um baixo polimorfismo entre as caracteristicas
morfofenoldgicas (Vinatzer et al., 1999) e uma abundéncia de polimorfismo de
descritores morfolégicos € potencialmente restrita em espécies de base genética
estreita.

Com o objetivo de superar a limitacdo dos descritores morfolégicos o
emprego da técnica de natureza preditiva utilizando marcadores moleculares, visa a
deteccgao da variacdo na sequéncia de DNA — polimorfismos, permitindo a analise da
similaridade genética existente (Vasconcelos et al., 1996). Dentre os marcadores
moleculares utilizados, destacam-se os microssatélites, os quais constituem uma
das classes mais polimérficas de marcadores moleculares disponiveis hoje (Borém e
Caixeta, 2006). Esse alto nivel de diversidade alélica possibilita a obtengdo de
polimorfismo em populagdes multiparentais e em populagdes derivadas de hibridos
de genotipos relacionados, além de distinguir acessos de germoplasma diretamente
relacionados (Borém e Caixeta, 2006).

A capacidade de identificar o perfil genético de uma cultivar fornece varias
alternativas para problemas de identidade genotipica do material. A técnica de
analise de microssatélites tem sido utilizada com sucesso para a geragao de
estimativas robustas de individualidade genética de plantas, animais e seres
humanos (Alcantara-Neto, 2001).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver um
sistema semi-automatizado, de elevada precisdo, por meio de marcadores SSR
(‘Simple Sequence Repeats’) fluorescentes, obtendo dados para a identificagao
genética das cultivares de soja selecionada dentro do Banco de Germoplasma de

Soja pertencentes a Embrapa—Soja, situada em Londrina — PR.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Origem da soja (Glycine max)

Originaria da Asia e conhecida ha mais de trés mil anos, a soja na época
colonial foi cultivada em diferentes ambientes chineses, separados por cadeias
montanhosas, o que contribuiu com a diversidade do germoplasma chinés (Chen e
Nelson, 2005). Em toda a histéria da China, estendendo-se até os dias atuais, a soja
tem sido o mais importante legume cultivado, sendo considerado essencial a
existéncia da populacao e da civilizagao chinesa (Silva et al., 2004).

Durante séculos, o cultivo da soja permaneceu restrito apenas aos paises
orientais, onde foi utilizada principalmente para a produgcdo de graos que eram
usados na preparagdo de grande variedade de alimentos frescos, fermentados e
secos (Muller, 1981).

A partir do século XVII até o XIX, a produgdo de soja atingiu grandes
propor¢cdes em diferentes paises do Ocidente. Na Franca, a soja foi introduzida em
1739 por meio de sementes oriundas da China, sendo cultivada no Jardin des
Plantes. Na Inglaterra, foi introduzida em 1790, sendo cultivada no Jardim Botanico
Real em Kew (Morais e Silva,1996)

A importancia da soja aumentou a partir de 1900, quando se expandiu o
intercambio com o Oriente, como no caso da primeira grande exportagdo para a
Inglaterra em 1907 (Morais e Silva,1996), e passou a ser utilizada como forrageira
nos paises orientais, mas o0 mesmo nao ocorreu nos Estados Unidos.

Nas primeiras épocas de sua introducdo nos Estados Unidos, a soja era
utiizada como feno para o gado, adquirindo alguma importancia como cultura
forrageira a partir de 1880 e, por volta de 1890, a maioria das estagdes
experimentais de agricultura tinham experimentos com a soja. Com todo esse
avango, comecaram a ser desenvolvidos meétodos de extracdo de oOleo e uma
porcentagem passou a ser colhida em graos (Muller, 1981). Devido a modernizagao
da pecuaria européia, o continente se tornou um dos primeiros importadores de soja
americana e, com o passar dos anos, a Europa bem como o Japao e os paises do

leste europeu aumentaram rapidamente suas importagdes (Mduller, 1981).



2.2. Introdugao e expansao da soja no Brasil

Em 1882, a soja foi introduzida na Bahia, por Gustavi D'Utra, sendo a
referéncia mais antiga obtida na literatura. Da Bahia, foi levada a S&o Paulo (IAC,
Campinas), apresentando os primeiros resultados experimentais em 1892.

A partir dos anos de 1960, a cultura se expandiu, inicialmente, em latitudes
entre 30°S e 20°S, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e Sao Paulo (Bonato, 2000). Nesta época, predominaram as
introdugdes de cultivares e linhagens americanas, muitas das quais se tornaram
importantes cultivares nessas regides (Bonetti, 1983). Com a identificacdo de
cultivares de melhor adaptacéo, os melhoristas passaram a combinar caracteristicas
destas por meio de hibridagées (Bonetti, 1983). Assim, uma série de novas
cultivares provenientes dos programas de melhoramento brasileiros contribuiu
significativamente para a elevacao dos indices de produtividade (Bonato, 2000).

Nesta mesma época, a soja comegou a ser cultivada numa regido de
expanséo, compreendendo latitudes menores que 20°S, abrangendo os estados de
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Distrito Federal, Bahia e
Maranhdo. Segundo Kiihl et al. (1986), essa expansao foi favorecida pelo
desenvolvimento de cultivares melhoradas e adaptadas a zonas equatoriais. Para
tanto, procurou-se manter o mesmo tipo de soja utilizada no sul do pais, alterando,
principalmente, a resposta ao fotoperiodo, por meio da introdu¢do de genes que
retardam o florescimento.

Desta forma, o desenvolvimento de cultivares mais produtivas, estaveis e
melhor adaptadas as diferentes condi¢cdes de cultivos representou uma importante
contribuicdo no estabelecimento da soja como uma das principais culturas do pais
(Almeida et al.,1997).

No entanto, foi no Rio Grande do Sul que se iniciou uma produgcdo em
escala comercial. Na safra 1976/77, o Parana e o Rio Grande do Sul contribuiram
com 31,7% e 50,2%, respectivamente, do total da soja produzida no Brasil,
totalizando, somente na regiao Sul, 86,9% de toda soja produzida (Conab, 2010b).

A produtividade da soja, ao longo dos anos, evoluiu muito devido ao avango
das tecnologias de produgdo que foram adaptadas as condigdes tropicais e
subtropicais do Brasil (Hasse e Bueno, 1996). Quando comparada com as demais

4



culturas brasileiras, a soja foi a que mais cresceu em area cultivada de pouco mais
de 6 milhdes de hectares na safra de 1976 para mais de 20 milhdes de hectares na
ultima safra (Conab, 2010b).

De acordo com Bertrand et al. (1987), a soja parece que se tornou, tanto
quanto o petroleo, indispensavel em nosso modelo ocidental de produgao e
consumo. Desde a introdugdo da soja em nosso pais até os dias atuais, estudos
confirmam as transformag¢des que ha mais de um século vém modificando a nossa

agricultura e nossa alimentagao.

2.3. Base genética da soja

Segundo Tanksley e McCouch (1997), uma série de etapas pelas quais as
espécies de plantas foram domesticadas nao é exatamente conhecida. Entretanto a
diversidade genética das espécies silvestres foi alterada radicalmente devido a
pressao de selegao exercida pelo homem ao longo dos tempos.

Durante o ultimo século, o desenvolvimento e sucesso dos métodos de
melhoramento produziram variedades altamente produtivas e o processo de
melhoramento de plantas ainda hoje € dependente dessa variabilidade gerada. Mas
em diversos programas de melhoramento as novas variedades sao obtidas a partir
da hibridagdo entre um grupo de cultivares elite, geneticamente proximos. Sendo
assim seu genotipo tende a ser muito semelhantes (Tanksley e McCouch, 1997,
Bertini, 2004).

Estudos revelam que os métodos e praticas modernas de melhoramento
podem reduzir a diversidade genética das plantas cultivadas, aumentando a
vulnerabilidade ao ataque de pragas, patdgenos e estresses ambientais (Vellvé,
1993; Clunies-Ross, 1995). Andlises genealdgicas em soja cultivada sugeriram que
o germoplasma norte-americano foi reduzido em aproximadamente um quarto de
sua base genética original em 50 anos de melhoramento (Gizlice et al., 1993).

Segundo Hiromoto e Vello (1986), os quatro ancestrais com maior
contribuicdo para o germoplasma de soja brasileiro sdo0 0os mesmos que mais
contribuem para o germoplasma do sul dos Estados Unidos. Estimativas sobre a
variabilidade genética da cultura tém destacado que o germoplasma brasileiro
provém de base genética restrita, tendo se originado de poucas linhagens ancestrais
(Priolli et al., 2004).



Segundo Keim et al. (1989), existem duas possiveis explicagdes para essa
baixa diversidade genética no germoplasma da soja americana: a) por tratar-se de
uma espécie autdbgama, em que os individuos sao altamente homozigotos,
mutacgdes deletérias que contribuiriam para a diversidade genética sao eliminadas
por selecao; b) a maioria das cultivares existentes nos Estados Unidos apresentam
ancestrais comuns, limitando, consideravelmente, a diversidade genética.

Williams et al. (1990a), trabalhando com marcadores moleculares RFLP, por
intermédio da analise de 33 gendtipos de soja, comprovaram a baixa diversidade do
germoplasma norte-americano. Os autores verificaram que 46% dos loci estudados
apresentavam o mesmo alelo, e dos loci restantes, considerados polimorficos,
aproximadamente 25% apresentaram um tipo alélico presente em mais de 90% dos
gendtipos estudados.

Estudos sobre a base genética das cultivares brasileiras revelaram que o
germoplasma utilizado em programas de melhoramento genético para esta espécie
no pais como um todo pode ser considerado como uma populacdo de baixo
tamanho efetivo (N=11 a 15) (Vello et al., 1988). Assim, apenas 11 ancestrais
contribuiram com 89% do conjunto de genes do germoplasma de soja recomendado
para cultivo em 1983/84 (Hiromoto e Vello, 1986). Nos Estados Unidos, uma
situacdo semelhante foi observada, onde 25 ancestrais participaram de 90% do
conjunto génico das cultivares langadas entre 1947 e 1988 (Gizlice et al., 1994). A
estreita base genética apresentada, aliada a selecdo das mesmas populagdes por
um longo periodo de tempo, pode resultar na diminuigado do progresso com selecao
para producéo de gréos e no aumento da vulnerabilidade genética a fatores bidticos
a abidticos (Bratnagar, 1999).

Contudo, alguns programas de melhoramento contribuiram com
heterogeneidade ao longo dos anos, possuindo objetivos determinados. De acordo
com Sediyama et al. (1999), na década de 1970, o principal alvo dos programas de
melhoramento de soja foi o desenvolvimento de plantas altas, mais tardias e
resistentes a pustula bacteriana (Xanthomonas phaseoli pv. glycines). Na década de
1980, o objetivo principal foi a expansao das cultivares com periodo juvenil longo
(PJL) e também resistentes a mancha-olho-de-ra, causada por Cercospora sojina
Hara.

Na década de 1990, os programas se preocupavam em desenvolver

cultivares resistentes ao cancro-da-haste, causado por Diaphorte phaseolorum f. sp.
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meridionalis, ao nematoide-do-cisto, causado por Heterodera glycines Ichinohe e ao
oidio, causado por Microsphaera diffusa. Com a ampliagao do cultivo para areas do
cerrado brasileiro, o langcamento de novas cultivares pelas instituicdes publicas e
privadas, principalmente nas décadas de 70, 80 e 90, pode ter possibilitado um
equilibrio entre os fatores que levariam a erosdo genética. Uma analise mais
detalhada da genealogia deste grupo de cultivares revelou que alelos de antigas
cultivares (Santa Rosa, IAC 8, FT Cristalina, Parana) foram preservados nas
cultivares mais recentes, mas a variabilidade do grupo foi mantida pela introducéo de
outros materiais, como: Centennial, Stonewall, Forrest e algumas plantas
introduzidas (Pls) mais resistentes a patégenos prejudiciais a cultura (Priolli et al.,
2004).

2.4. Caracterizagao de cultivares

Os descritores morfolégicos s&o tradicionalmente utilizados na
caracterizagao de cultivares de soja como também de outras culturas. Até meados
da década de 1960, a diferenciacdo de gendtipos nos estudos de genética e
melhoramento estava associada as caracteristicas morfofenologicas das plantas.
Contudo, dentro do género, as cultivares de soja possuem um baixo polimorfismo
para tais caracteristicas (Vinatzer et al., 1999).

Os descritores minimos recomendados para soja constituem-se de
caracteristicas morfolégicas a serem avaliadas nas sementes, plantulas e plantas
adultas e, para fins especiais, avaliacdes adicionais como eletroforese de proteinas
e enzimas (Brasil, 1997). Porém, este método de analise tem como limitagdes as
influéncias ambientais sobre o fenétipo (Sansavini, 1998).

Atualmente, s&o usados cerca de 38 descritores entre os obrigatérios e os
adicionais para diferenciar cultivares de soja de acordo com o SNPC (Sistema
Nacional de Protecdo de Cultivares). Entretanto, estes ainda séo insuficientes para
distinguir as cultivares, o que torna evidente a necessidade de ampliar a lista de
descritores utilizados (Nogueira et al., 2008). Buscando superar este fator limitante,
novos metodos de analise foram sendo introduzidos em auxilio a caracterizacao

genética de cultivares.

Anti (2000), mediante analise isoenzimatica, identificou diferengas entre

duas cultivares por meio das isoenzimas fosfatase acida, malato desidrogenase,

7



leucina aminopeptidase e urease. Entretanto, esta técnica nao fornece polimorfismo
suficiente para uma caracterizagcdo detalhada de gendtipos de baixa variabilidade,
nao permitindo uma individualizagdo, mas somente a separagdo em grupos
(Arulsekar e Parfitt, 1986; Lima, 2001).

Apesar de recomendado, o emprego destes descritores apresenta algumas
limitagbes como estarem vulneraveis ao efeito do meio ambiente, ndo serem
estaveis e muitos sé poderem ser avaliados na fase adulta das plantas, o que requer
tempo e espaco fisico para as avaliagdes (Vieira, 2000).

Ha relatos de efeitos relacionados as diferengcas genéticas para o
comprimento do hipocdétilo (Knittle e Burris, 1979; Nobrega e Vieira, 1995). A
variagdo no comprimento do hipocoétilo tem sido atribuida as diferengcas entre
cultivares (Costa et al., 1999). Alguns autores concordam que sementes de maior
tamanho originam plantulas com hipocétilo mais curto que sementes de tamanho
menor (Costa et al., 1999), mas existem cultivares em que o comprimento do

hipocotilo independe do tamanho da semente (Knittle e Burris, 1979).

As plantas de soja, ao longo do seu desenvolvimento, possuem quatro tipos
distintos de folhas: as cotiledonares, as unifolioladas, as trifolioladas, que possuem
tamanhos, formatos e posicionamentos diferentes e os préfilos, pequenos e pouco
diferenciados (Mduller, 1981). Com intuito de separar sementes que possuem o0s
mesmos caracteres, Dorchester (1945) utilizou como caracteristicas auxiliares a
forma da base da folha unifoliolada (acunheada, troncada e auriculada), bem como a
razao da maior largura da folha pelo comprimento, concluindo que a forma da folha
apresenta caracteristicas bem definidas, embora haja variagcdo dentro de uma

mesma cultivar.

Quando se utilizam marcadores moleculares, a possibilidade de identificagdo
de gendtipos aumenta consideravelmente (Mulcahy et al., 1993), pois a combinacao
de poucos marcadores é suficiente para diferencia-los, produzindo um tipo de
impressao digital molecular da planta, também conhecida como fingenprinting

varietal, a qual é obtida a partir da andlise do DNA das mesmas (Sansavini, 1998).

Entre os marcadores moleculares disponiveis atualmente para analise
genética, estdo os marcadores RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos
de Restricao) (Botstein et al., 1980); RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso) (Williams et al., 1990b); microssatélites (ou SSR — Sequéncias Simples
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Repetidas) (Litt e Luty, 1989) e AFLP (Polimorfismo no Comprimento dos

Fragmentos Amplificados) (Zabeau, 1993) entre outros.

Os marcadores microssatélites ou SSR se destacam, pois representam
regides de DNA de sequéncias repetidas em numero variavel. Também apresentam
como vantagens o carater co-dominante, elevado polimorfismo e alta
reprodutibilidade, caracteristicas importantes para analise baseada em marcadores

moleculares (Sansavini, 1998; Sosinski et al., 2000).

A técnica de analise de microssatélites tem sido utilizada com sucesso para
a geracao de estimativas consistentes de individualidade genética de plantas,
animais e seres humanos (Alcantara-Neto, 2001). Devido a alta diversidade alélica
por loco, marcadores microssatélites tem sido apontados como os mais informativos
e tecnicamente adequados para estudos genéticos de espécies autdbgamas de

estreita base genética, como a soja (Morgante e Olivieri, 1993).

O banco ativo de germoplasma de soja no Brasil esta localizado na Embrapa
Soja e contém aproximadamente 4.000 acessos. No Brasil, com a lei de protegao de
cultivares, uma maior precisdo na identificagdo de cultivares tornou-se necessaria
para garantir os direitos de propriedade do obtentor.

Nos Programas de Melhoramento Genético, a capacidade de identificar o
perfil genético de uma cultivar fornece varias alternativas para problemas de
identidade genotipica do material, bem como a identificagcdo de contaminacédo de
lotes de amostras através da mistura de materiais (Sosinski et al., 2000).

Esta estratégia reduz o tempo n&o sé para desenvolver grandes populagdes
segregantes por varias geragdes, mas também para estimar pardmetros usados na

selecdo indireta (Borém e Caixeta, 2006).

2.5. Propriedade intelectual dos obtentores vegetais

Nos paises onde vigoram as Leis de Protecdo de Cultivares, o uso de
marcadores moleculares tem tido grande importancia na protecdao do direito

intelectual do melhorista (Lanza et al., 2000).

Com a aprovagdo em 25 de abril de 1997 da Lei n° 9.456 de Protegdo de
cultivares, o Brasil passou a contar com um novo mecanismo legal para proteger as

variedades de plantas que apresentam, concomitantemente, caracteristicas de
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novidade, distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade genética (Brasil, 1997).

A Lei de Protecédo de Cultivares fornece, finalmente, os mecanismos legais
para que o obtentor tenha seu direito intelectual reconhecido possa recuperar
razoavelmente os investimentos realizados e, ainda, sinta-se mais motivado a
continuar com o processo criativo, com a possibilidade de reinvestimento na
pesquisa. Além disso, com a adesdo a convengao internacional para protecao de
novas variedades vegetais, em sua versao revisada de 1978, o Brasil tornou-se o
43° pais a fazer parte da UPOV (International Union for the Protection of New
Varieties of Plants). Na pratica, isso significa que o SNPC (Servigco Nacional de
Protecédo de Cultivares) obriga-se a acatar os requerimentos de pedidos de protegao
de cultivares estrangeiras ou procedentes do exterior para as espécies em protecao
no Brasil (SNPC, 1999).

Segundo Smith e Helentjaris (1996), trés tendéncias atuais salientaram a
necessidade crescente de se caracterizar e proteger as variedades de plantas, quais
sejam:

a) A constatacédo de redugédo na seguranga do germoplasma devido a apropriagéo
indevida.

b) Os avancos dos marcadores moleculares e das possibilidades de transformagao
genética. A transformagdo e o retrocruzamento auxiliado por marcadores
moleculares estdo se tornando mais comuns nos programas de melhoramento
do setor privado. Algumas mudangas genéticas podem ser apenas superficiais e
representar tentativas de plagiar ou falsificar as variedades protegidas. Os
marcadores moleculares permitem que se revele as diferencas entre as
variedades, embora muitas diferengas possam ser insignificantes em termos
fenotipicos.

c) Tem havido aumento na competitividade, a medida que novas empresas tém
iniciado seus programas de melhoramento de plantas, em grande parte por
causa das novas oportunidades tecnoldgicas. Consequentemente, os
melhoristas de plantas tém buscado o aperfeicoamento das bases técnicas e
legais de protecéo.

Segundo Smith e Helentjaris (1996), metodologias detalhadas para
caracterizacao de variedades sao uteis para fortalecer a Propriedade Intelectual de

Plantas, por meio de sua capacidade de fornecer identificacdo positiva do
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germoplasma de interesse e para verificar a autenticidade dos “pedigrees”.

2.6. Marcadores moleculares

Com o rapido avango tecnolégico o uso de marcadores de DNA vem se
tornando rotineiro nos programas de melhoramento genético de plantas, devido a
sua simplificagdo e a reducgao de custos, proporcionando maiores ganhos genéticos
nas principais culturas de interesse econdmico (Milach, 1998).

Os marcadores moleculares sao ferramentas uteis para detectar variacées
no genoma, aumentando o poder da analise genética das plantas. Este entre outros
motivos tem despertado grande interesse no uso destas tecnologias. Para conseguir
apreciar o potencial de utilizagdo dos marcadores moleculares no dia-a-dia do
melhoramento, €& essencial que os melhoristas se familiarizem com essas
tecnologias e que reconhegam as vantagens, limitagcées e aplicagdes de cada uma
delas (Borém e Caixeta, 2006).

Atualmente, existe uma grande variedade de marcadores moleculares
disponiveis para diferentes espécies vegetais (Borém e Caixeta, 2006). Os principais
tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos, conforme
a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacao ou amplificacdo de DNA.
Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP (Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo) (Botstein et al., 1980) e Minissatélites ou
locos VNTR (Numero Variavel de Repeticdes em Tandem) (Jeffreys et al., 1985).
Aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores do tipo: RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) (Williams et al., 1990b); SCAR
(“Sequence Tagged Sites”) (Paran e Michelmore, 1993); microssatélites (ou SSR —
Sequéncias Simples Repetidas) (Litt e Luty, 1989); e AFLP (Polimorfismo no
Comprimento dos Fragmentos Amplificados) (Zabeau, 1993). As tecnologias de
marcadores moleculares estdo evoluindo rapidamente e as modificagbes ja existem

para algumas das técnicas acima mencionadas.

2.7. Marcadores moleculares microssatélites

Os genomas eucariotos s&o densamente povoados por sequéncias simples
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repetidas, as quais consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem.
Essas regides sdo denominadas microssatélites, SSR (‘Simple Sequence Repeats’)
ou STR (‘Short Tandem Repeats’) (Borém e Caixeta, 2006). Também foram
encontrados com outras denominagdes na literatura, como SSLP (‘Simple Sequence
Lenght Polymorphims’), STMS (‘Sequence Tagged Microsatéllite Sites’) (Edward et
al., 1991).

Quando um SSR é amplificado individualmente, utilizando pares de primers
complementares, as sequéncias unicas que o flanqueiam, quase sempre,
apresentam extensivo polimorfismo para o tamanho de bandas. Este polimorfismo
geralmente é resultado da ocorréncia de diferentes nimeros de unidades repetitivas
dentro da estrutura do microssatélite. Segundo Levinson e Gutman (1987), essa
variacdo no numero de repeticdes pode ter se originado por crossing-over desigual
ou erro da DNA polimerase durante a replicagao (‘slippage’).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo a selecao de
primers especificos que amplificam, via PCR (‘Polimerase Chain Reaction’),
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os gendtipos (Borém e Caixeta,
2006).

Independentemente da origem da variagdo e do elemento repetitivo, cada
SSR constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de grande conteudo
informativo. Essa natureza altamente informativa combinada com a especificidade e
rapidez da tecnologia do PCR faz desses marcadores uma eficiente ferramenta para
estudos de genes eucarioticos (Borém e Caixeta, 2006).

A analise de marcadores microssatélites € considerada também uma
poderosa ferramenta no estudo de mapeamento genbmico, da genética de
populagdes, do manejo e da conservagiao de espécies, além de sua grande
aplicacdo em abordagens forenses como identificagdo individual e em exames de
paternidade (Schusler et al., 1996).

A ocorréncia de polimorfismos gerados por meio de marcadores
microssatélites foi relatado, inicialmente, em soja, por Akkaya et al. (1992). Entre
outras aplicagbes, os microssatélites tém sido utilizados na caracterizagdo da
diversidade genética, na identificacdo de germoplasma e no estudo da dindmica de
populagdes (Thomas e Scott, 1993; Yang et al., 1994; Rongwen et al., 1995; Smith

et al., 1997; Senior et al.,1998). Em Soja, o alto nivel de polimorfismo revelado pelos
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marcadores microssatélites foi explorado por Glazko et al. (1999), na caracterizagao
e separagao entre variedades locais e gendtipos selvagens, mediante a analise da
diversidade genética. Diwan e Cregan (1997), em estudos sobre a diversidade
génica em soja mediante analise de 20 /oci microssatélites, distinguiram cultivares
norte-americanas modernas, que apresentavam caracteristicas morfolégicas
idénticas, mas nao conseguiram separar dois genaétipos de soja.

Em estudos referentes a mapeamento de genes especificos, os marcadores
SSR tém sido muito utilizados para determinar caracteristicas agronomicamente
importantes (Bonato, 2000). Os marcadores microssatélites tém potencial para
assistir a selecdo de gendtipos nos programas de melhoramento e tém sido
utilizados para diversas culturas, incluindo a soja (Concibido et al., 2004). Além
disso, ja foram utilizados no mapeamento de genes de resisténcia a doengas em
soja, como por exemplo ao nematoide de cisto (Schuster et al., 2001), nematéide de
galhas (Fuganti et al., 2004), mancha parda (Brogin, 2005) e ao fungo que causa

ferrugem asiatica (Silva, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Um total de 48 cultivares de soja (Quadro 1) foram plantadas e mantidas em
casa de vegetacao, localizada na Embrapa-Soja, Londrina, PR. As plantas, foram
cultivadas em vasos com 20 cm de didmetro e 25 cm de altura, contendo cerca de
4,5kg de uma mistura de solo, areia e esterco bovino. Para cada cultivar, foram
utilizados 2 vasos com 8 plantas cada, distribuidos aleatoriamente na casa de
vegetacdo. O experimento foi conduzido até o estadio de senescéncia para a

colheita das vagens e sementes.

Quadro 1 — Cultivares de soja analisadas com os marcadores microssatélites

Amostra Cultivar Amostra Cultivar

1 BRS Juliana RR 25 BRS GO 204 [Goiania]
2 BRS Gisele RR 26 BRS Torena

3 BRS MG 850G RR 27 BRS GO Raissa

4 BRS255RR 28 MG/BR 46 (Conquista)
5 BRS256RR 29 BRS Gralha

6 BRS270RR 30 MS BR39 Chapadao
7 BRS Favorita 31 BRS GO Jatai

8 BRS 243 RR 32 BRS Simbaiba

9 BRS246RR 33 BRS Barreiras

10 BRS Charrua RR 34 BRS Raimunda

11 BRS Tracaja 35 BRS GO Chapadoes
12 BRS Macota 36 BRS 263 [Diferente]
13 BRS GO Mineiros 37 BRSGO Aracgu

14 BRS 213 38 BRSMG-810c

15 BRS Caiapbnia 39 BRS Tiana

16 BRS257 40 BRSGO Graciosa

17 BRS133 41 M-soy-7501

18 Embrapa 48 42 CD-201

19 BRS Invernada 43 NK412113

20 BRS184 44 BRS258

21 BRS217 Flora 45 BRS282

22 BRS218 Nina 46 BRS284

23 BRS Jiripoca 47 BMX-Magna

24 BRS GO Luziania 48 Willians
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3.2. Avaliagao de caracteristicas fenotipicas

Para garantir a pureza das cultivares utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho, apds o plantio das mesmas, e coleta do material vegetal para analise de
DNA, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e foram avaliadas para
quatro caracteristicas fenotipicas, de facil analise e com caracteristicas
diferenciadoras claras: cor do hipocétilo, cor da flor, cor da pubescéncia, e cor do
hilo.

3.3. Extragao do DNA gendémico

Para a extracdo de DNA, foram coletados, em estadio V3, um trifélio de cada
um dos 16 individuos de cada cultivar, os quais foram imediatamente
acondicionados em recipiente que continha nitrogénio liquido. Apds a coleta, as
amostras foram maceradas em método de bulk, sendo posteriormente armazenadas
em tubos plasticos, identificadas e transferidas para o ultrafreezer a -80°C. O DNA
de cada amostra foi extraido, em duplicata, de acordo com procedimento descrito
por Keim et al. (1988), onde, aproximadamente, um grama de tecido foliar congelado
foi pulverizado, utilizando-se almofariz, e entao transferido para microtubos com
capacidade para 1,5mL. Em cada microtubo foi adicionado tamp&o de extragao na
proporcao de quatro vezes o volume da amostra [100mM tris, pH 8,0, 1,4M NaCl,
20mM EDTA, 1% (m/v) brometo de trimetil N-cetil aménio (CTAB), 0,1% (v/v) 2-
mercaptoetanol]. A suspenséo foi incubada em 65° C por 60 minutos, com agitagao
manual a cada 15 minutos.

Apoés a incubagado, as amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm por 10
minutos, com transferéncia da fase aquosa para outro microtubo. Foi adicionado
igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), o qual foi misturado a solugao
por inversdes e entdo centrifugado a 6.000 rpm por 15 minutos. Estes ultimos
passos foram repetidos duas vezes. O DNA foi precipitado com a adigdo de
isopropanol (2/3 do volume) e, posteriormente, a solugcdo foi centrifugada a
13.000rpm por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 0,5mL
de etanol 70%. Uma nova centrifugagcdo foi realizada e o sobrenadante foi
descartado, para diluigdo do DNA, precipitando em 0,4mL de 10mM Tris/TmM EDTA,
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pH 8,0. Para finalizar, foi adicionada a enzima RNAse A na proporcédo de 40ug.mL™,
com incubacéao a 37°C por pelo menos 30 minutos.

Apods a extracdo de DNA das folhas de soja, foi realizada a quantificagao,
determinada por analise espectrofotométrica utilizando o equipamento Nanodrop N-
1000 Spectrophotometer. As amostras foram entdo diluidas para se obter uma
concentracdo final de 10ng.uL™.

Um sistema de prova e contraprova foi utilizado no processamento e analise
das amostras. O DNA de cada cultivar foi aliquotado para dois tubos plasticos de
1,5mL. A primeira amostra analisada foi utilizada para a prova e a segunda amostra
foi utilizada para a contraprova. A prova foi processada independentemente da

contraprova em dias diferentes para a confirmacao do resultado.

3.4. Loci microssatélites

Foram selecionados 23 dos 36 /oci microsssatélites avaliados, (Quadro 2)
para serem marcados com fluorescéncia e agrupados em multiplex para
caracterizagao de cultivares de soja do Banco de Germoplasma da Embrapa Soja.

Os 23 pares de primers tiveram a fita senso marcada com fluorescéncia azul
(FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para deteccao no filtro virtual D em um
sequenciador automatico ABI3100 Genetic Analyzer, de acordo com a tecnologia
amplamente utilizada para andlise semi-automatizada para identificagdo individual

(Fregeau e Fourney, 1993).

3.5. Eletroforese em géis de poliacrilamida

Os loci microsatélites analisados no sistema de genotipagem semi-
automatizado foram selecionados com base no seu conteudo informativo para
discriminagdo genética individual, melhor robustez e repetibilidade nos
procedimentos de analise e interpretacdo de dados. Para selecdo destes, foi
realizada uma triagem utilizando 36 /oci microssatélites identificados com base na
literatura (Song et al., 1999; Song et al., 2004; Wu et al., 2008), sendo utilizados
para tanto 12 cultivares de soja dentre as 48 selecionadas para o trabalho. O perfil

genotipico de cada locus foi avaliado em sistema tradicional, em géis de poli-
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acrilamida a 10%.

Quadro 2 — Loci microssatélites selecionados para compor os sitema de
genotipagem de cultivares de soja, seus respectivos grupos de ligagao (GL),
sequencias senso e anti-senso e fluorescéncias utilizadas para marcacao

Locus GL Sequéncia (5-3") Fluorescéncia' Referéncia®

Satt042 A1 F-GACTTAATTGCTTGCTATGA HEX Cregan et al. (1994)
R-GTGGTGCACACTCACTT

Satt233 A2 F-AAGCATACTCGTCGTAAC NED Cregan et al. (1999)
R-GCGGTGCAAAGATATTAGAAA

Satt070 B2 F-TAAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC NED Song et al. (2004)
R-TGGCATTAGAAAATGATATG

Sat 085 C1 F-GGTTTTAGATCCTTAAATTTGT FAM Song et al. (2004)
R-GGGGAAGCAAGTAGCT

Satt100 C2 F-ACCTCATTTTGGCATAAA NED Song et al. (2004)
R-TTGGAAAACAAGTAATAATAACA

Satt079 C2 F-AGTCGAAGATACACAATTAGAT FAM Cregan et al. (1994)
R-CTTTTAGACACAAATTTATCACT

Satt005 D1b F-TATCCTAGAGAAGAACTAAAAAA FAM Song et al. (2004)
R-GTCGATTAGGCTTGAAATA

Satt002 D2 F-TGTGGGTAAAATAGATAAAAAT NED Song et al. (2004)
R-TCATTTTGAATCGTTGAA

Satt045 E F-TGGTTTCTACTTTCTATAATTATTT HEX Song et al. (2004)
R-ATGCCTCTCCCTCCT

Satt114 F  F-GGGTTATCCTCCCCAATA NED Song et al. (2004)
R-ATATGGGATGATAAGGTGAAA

Satt586 F F-GCGGCCTCCAAACTCCAAGTAT HEX Wu et al. (2008)
R-GCGCCCAAATGATTAATCACTCA

Satt288 G F-GCGGGGTGATTTAGTGTTTGACACCT NED Song et al. (2004)
R-GCGCTTATAATTAAGAGCAAAAGAAG

Sat 064 G F-TAGCTTTATAATGAGTGTGATAGAT HEX Song et al. (2004)
R-GTATGCAAGGGATTAATTAAG

Sct 187 G  F-CATGCTCCCATTCTCT HEX Song et al. (2004)
R-AACATTGGCTTTTTACTTAG

Satt612 G F-GTCATACTGGGTGTTTCATTTATGAC HEX Song et al. (2004)
R-GCGCCTTTTAGTCTCTGAAAGTATTT

Satt181  H  F-TGGCTAGCAGATTGACA NED Song et al. (2004)
R-GGAGCATAGCTGTTAGGA

Sct_001 J F-TTAAGTTTCCCTCTCTCTCT FAM Song et al. (2004)
R-CTTGTTCCTTCGCTCAC

Satt431 J  F-GCGTGGCACCCTTGATAAATAA HEX Song et al. (2004)
R-GCGCACGAAAGTTTTTCTGTAACA

Satt046 K F-AAAATAACTAAAATGTCTTCTCA FAM Wu et al. (2008)
R-TTGGTCAGATTATTATAAGATTG

Satt540 M F-CTGGCGAATCAAGCTTTGTAAC NED Song et al. (2004)
R-CCGTGATTGCGAAGAGGATATT

Satt009 N1 F-CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA FAM Song et al. (2004)
R-CTTACTAGCGTATTAACCCTT

GMABA N1 F-CAAAACATAAAAAAGGTGAGA HEX Song et al. (2004)

B R-AAGAACCACACTAATATTATT

Sat 038 O F-GCGTCGCAACTTTTTCATTTTTCTTACT FAM Song et al. (2004)

R-CGAGTTCTTTTAACAACACTCACTTTT

YFAM = Fluorescéncia azul; HEX = Fluorescéncia verde; NED = Fluorescéncia amarela.

3.6. Montagem do sistema de analise e reagao de polimerase em cadeia (PCR)
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A montagem completa do sistema de genotipagem consistiu na utilizagao de
trés placas de PCR fundo cbnico com 96 pocos, permitindo uma analise conjunta
dos 24 loci microssatélites em 12 amostras. Cada uma das placas continha oito /oci
diferentes, dispostos nas linhas das placas numeradas de A a H. A disposi¢ao dos
loci nas linhas respeitou a combinagcao das trés marcacgdes fluorescentes diferentes
utilizadas, formando assim os triplexes. As amostras foram dispostas nas colunas
das placas (numeradas de 1 a 12), obedecendo-se a mesma ordem nas trés placas.

A amplificacdo dos loci microssatélites utilizou a metodologia descrita por
Akkaya et al. (1995), com modificagbes. As reagdes de PCR foram compostas por
10mM Tris, pH 8,5, 50mM KCI, 1,5mM Mg®*, 130uM de dNTPs, 0,2uM de cada
primer (Research Genetics, Inc.), 10ng de DNA gendémico e 1 unidade de Tag DNA
polimerase, em um volume final de 10uL.

As condigcdes de amplificagdo consistiram de um periodo inicial de
desnaturagdo do DNA de cinco minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos térmicos, com
cada um deles incluindo as etapas de desnaturagdao do DNA por um minuto a 94°C,
anelamento dos pares de primers por um minuto a 55°C e extensao por um minuto a
72°C. Ap0ds os ciclos térmicos, um periodo final de extensao de trinta minutos a 72°
C foi realizado.

Os oito sistemas triplex foram montados combinando 5,0uL dos produtos da
reagao dos /oci marcados com FAM, 5,0uL dos loci marcados com NED, e 5,0uL dos
loci marcados com HEX, em umvolume final de 15uL, formando assim o triplex de
analise. Apds essa montagem, o sistema recebeu o nome de placa multiplex
permitindo assim a analise simultdnea de varios loci microssatélites. A montagem
do sistema de corrida consistiu na retirada de 1,5uL de amostra da placa multiplex e
posterior transferéncia de cada uma das amostras para outra placa de 96 pocos
mediante a utilizagcdo de uma pipeta multicanal. Apds isso, adicionou-se 9uL do mix
ROX em cada uma das 96 amostras. O mix ROX é composto por formamida e
padrao interno de definicdo de tamanho de fragmentos (Gene Scan™ 500 ROX™
Size Standard - Appllied Biosystems), na propor¢cado de 9:1, respectivamente. Em
seguida, as amostras foram desnaturadas a uma temperatura de 95° C por cinco
minutos com o objetivo de separar a dupla hélice em fitas simples e, imediatamente
apos o término, a placa foi resfriada em gelo, para impedir o re-anelamento do DNA
e inserida no sequenciador automatico ABI PRISM Genetic Analyser® 3100 (Applied
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Biosystem, Foster City, CA).

3.7. Determinagéao dos /loci microssatélites

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em capilar
utilizando polimero de alta resolugdo, em sequienciador automatico. As analises para
estimar os tamanhos dos fragmentos dos alelos foram realizadas utilizando os
programas GeneScan® Analyses software versdo 2.1.1 (ABPEC, Foster City, CA) e
Genotyper® software, versdo 2.0 (Applied Biosystems, Foster City,CA). A
determinagao acurada do tamanho dos fragmentos que corresponderam aos alelos
nos /oci analisados foi realizada de acordo com procedimentos descritos por Diwan e
Cregan (1997) e Song et al. (1999).

3.8. Interpretacao genética

Um dos fatores determinantes para a escolha dos primers foi o numero de
alelos por locus, pois quanto maior o numero de alelos detectados, maior a
probabilidade de se encontrar alelos polimérficos e alelos raros. Os alelos foram
visualizados como picos apos a eletroforese em gel de alta resolugao e identificados
em pares de bases pela comparacado automatizada com o padrao de fragmentos de
DNA Gene Scan™ 500 ROX™ Size Standard, com precisao de uma casa decimal.

Devido a elevada precisao, elaborou-se uma metodologia onde os alelos que
apresentassem uma base de diferenca entre eles seriam anexados e tabulados
como sendo um unico alelo. Estabeleceu-se que o numero maximo de alelos
agrupados seria trés.

Por ser a soja uma espécie autbgama, o gendétipo observado em cada locus
em linhagens avancadas é tipicamente homozigoto, ou seja, deve-se observar
apenas um pico representativo de ambos os alelos presentes no Jlocus.
Ocasionalmente podem ser observados dois alelos em um Jocus, o que seria
evidéncia de heterozigosidade residual em caso de semente individual ou mistura de
linhas em caso de amostras de bulks de sementes.

Os dados genotipicos foram utilizados para a estimativa do numero de alelos

e das frequéncias dos alelos observados neste conjunto de amostras do material
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depositado no Banco da Embrapa - Soja.

Sendo a soja uma espécie autdbgama, partiu-se da premissa de que o
coeficiente de endocruzamento € F=1 e, portanto, a frequéncia de ocorréncia de um
gendtipo homozigoto (p?) é igual & prépria freqiiéncia alélica p.

Weir (1990) sugeriu o termo diversidade génica para descrever o valor
relativo de uma sonda de RFLP com respeito a quantidade de polimorfismo que é
detectada em um grupo de individuos homozigotos de uma espécie autbgama. A
mesma expressao se aplica para primers de microssatélites. Os dados de
frequéncias alélicas foram utilizados para estimar a Diversidade Génica de cada
locus, o que representa um indicador do poder de discriminagado genética do locus
em testes de identidade sendo o parametro adequado para a avaliacdo de

diversidade em plantas autégamas.

A estimativa de Diversidade Génica varia entre 0 e 1 € quanto mais préximo
de 1, mais informativo € o locus. Esta analise permite identificar os marcadores
geneticamente mais informativos para testes de identidade genética.

O valor da diversidade genética do locus € muito similar a heterozigosidade
que é comumente utilizada para descrever a informatividade de um marcador
molecular em espécies alégamas. Anderson et al. (1993) indicaram que a
diversidade genética do locus €& essencialmente a mesma da informagdo do
conteudo de polimorfismo (PIC — Conteudo de Informacdo do Polimorfismo) como
utilizado por Botstein et al. (1980). O valor de PIC é de fundamental importancia para
determinacao do nivel polimorfismo dentro de uma populagédo. Esse valor depende
do numero de alelos detectaveis, bem como da distribuigdo de sua frequéncia. Desta
forma, quanto maior o valor de PIC maior sera a informagao polimdrfica obtida.

Keim et al. (1992) referem-se a diversidade genética do locus como um
indice de polimorfismo. Neste trabalho, o termo foi traduzido para diversidade
genética do locus, que é definida como diversidade genética do locus = 1 — Y%, Pij?,

onde Pijj é a frequéncia do alelo j para o primer ou loco i.

3.9. Certificagao das cultivares

Letras foram atribuidas codificando cada um dos /loci microssatélites e o

tamanho dos seus respectivos alelos, em pares de base (pb), foram subscritos ao
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lado das letras (Quadro 3).

Quadro 3 - Identificagao dos loci microssatélites, respectivas letras atribuidas a cada
um deles e suas identificacbes moleculares

Locus Letra Locus Letra
Sat_038 A Sat_064 M
Satt005 B Satt612 N
Satt009 C Sct_187 O
Sat_085 D Satt114 P
Satt046 E Satt002 Q
Satt079 F Satt540 R
Sct001 G Satt100 S
Satt045 H Satt233 T
GMABAB I Satt181 u
Satt042 J Satt070 Vv
Satt431 K Satt288 X
Satt586 L

Cada cultivar foi entdo identificada por letras gerando assim uma etiqueta
genética com a respectiva férmula genotipica, ou seja, se os loci A, B, C,D,Fe G e
seus respectivos alelos 123, 145, 134, 158, 232 e 254 distinguem determinada
cultivar, a formula genotipica da mesma sera Ai123B145C134D158F232G254. Essa,

portanto, sera a etiqueta genética da cultivar em questao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fenotipicas

Para garantir a pureza dos materiais genéticos utilizados neste trabalho, pelo
menos 16 individuos de cada cultivar genotipada foram também caracterizados
fenotipicamente para quatro caracteristicas que sdo de facil acesso e
diferenciadoras claras, quais sejam: cor do hipocdtilo, cor da flor, cor da pubescéncia
e cor do hilo (Quadro 4).

A heterogeneidade genética entre as cultivares € muito importante para as
analises de distinguibilidade. No entanto, caso esta variabilidade seja fruto da
contaminagdo dos materiais com sementes oriundas de outros gendtipos, a
interpretacéo e sele¢ao dos /oci diferenciadores fica comprometida.

Os dados apresentados em casa de vegetacdo foram comparados e
mostraram-se idénticos aos apresentados pelo sistema de identificacdo de cultivares
presente no BAG da Embrapa — Soja, nao ocorrendo nenhuma diferenga entre eles,
evidenciando que nao houve mistura de sementes ou contaminagdo do material

analisado.

Quadro 4 - Caracteristicas fenotipicas obtidas mediante analise das 48 cultivares de
soja

Amostra  Cultivar C_or d9 . Cor da flor Cor da A Cor do hilo
hipocétilo pubescéncia

1 BRS Juliana RR Roxa Roxa Marrom Preto

2 BRS Gisele RR Roxa Roxa Marrom Preto

3 BRS MG 850G RR Roxa Roxa Marrom Preto

4 BRS255RR Verde Branca Marrom Preto

5 BRS256RR Verde Branca Cinza Marrom Claro

6 BRS270RR Roxa Roxa Cinza Marrom Claro

7 BRS Favorita Roxa Roxa Marrom Preto

8 BRS 243 RR Verde Branca Marrom Marrom

9 BRS246RR Verde Branca Marrom Marrom

10 BRS Charrua RR Verde Branca Marrom Marrom

11 BRS Tracaja Roxa Roxa Cinza Preto

12 BRS Macota Roxa Roxa Cinza Preto Imperfeito
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Quadro 4, Cont...

13 BRS GO Mineiros Roxa Roxa Marrom Marrom

14 BRS213 Verde Branca Cinza Amarela

15 BRS Caiapbnia Roxa Roxa Marrom Preto

16 BRS257 Verde Branca Cinza Marrom Claro
17 BRS133 Verde Branca Marrom Marrom

18 Embrapa 48 Verde Branca Cinza Marrom Claro
19 BRS Invernada Verde Branca Marrom Preto

20 BRS184 Roxa Roxa Marrom Preto

21 BRS217 [Flora] Roxa Roxa Marrom Preto

22 BRS218 [Nina] Roxa Roxa Cinza Marrom Claro
23 BRS Jiripoca Verde Branca Cinza Marro Claro
24 BRSGO Luziania Roxa Roxa Marrom Marrom

25 BRSGO 204 [Goiania] Roxa Roxa Marrom Marrom

26 BRS Torena Roxa Roxa Cinza Marrom Claro
27 BRSGO Raissa Verde Branca Cinza Marrom Claro
28 MG/BR 46 (Conquista) Roxa Roxa Marrom Preto

29 BRS Gralha Verde Branca Marrom Preto

30 MS/BR 39 (Chapadao) Verde Branca Cinza Marrom Claro
31 BRSGO Jatai Verde Branca Marrom Marrom

32 BRS Sambaiba Verde Branca Marrom Marrom

33 BRS Barreiras Roxa Roxa Marrom Claro ~ Marrom

34 BRS Raimunda Verde Branca Marrom Preto

35 BRS GO Chapadoés Verde Branca Marrom Preto

36 BRS 263 [Diferente] Roxa Roxa Marrom Preto

37 BRSGO Aracgu Verde Branca Marrom Preto

38 BRSMG-810C Verde Branca Marrom Preto

39 BRS Tiana Roxa Roxa Cinza Marrom Claro
40 BRSGO Graciosa Roxa Roxa Marrom Marrom

41 M-SQOY 7501 Roxa Roxa Marrom Marrom

42 CD 201 Verde Branca Cinza Marrom Claro
43 NK-412113 (V MAX) Verde Branca Cinza Marrom Claro
44 BRS 258 Verde Branca Cinza Marrom Claro
45 BRS282 Verde Branca Cinza Marrom Claro
46 BRS284 Roxa Roxa Cinza Marrom Claro
47 BMX-Magna Verde Branca Cinza Marrom Claro
48 Willians Verde Branca Marrom Preto

4.2. Selegao dos loci microssatélites

A determinagao dos /oci utilizados neste estudo foi realizada mediante uma
triagem analisando todos os 36 /oci microssatélites pré-selecionados. Destes, 23

foram selecionados mediante analise em géis de poli-acrilamida (Figura 1), por
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apresentarem perfil eletroforético polimérfico no grupo de cultivares avaliadas,
caracteristica essa essencial para a discriminacdo genética individual, e

repetibilidade nos procedimentos de analise e interpretacdo de dados.

Marcador
BRS Juliana RR
BRS Gisele RR

BRS MG 850G RR
BRS255RR
BRS256RR
BRS270RR

BRS Favorita

BRS 243 RR

BRS246RR
BRS Charrua RR

BRS Tracaja

BRS Macota

Marcador

1
i

§

!
>
4

Figura 1 — Perfil eletroforético do loci microssatélite Satt038, selecionado em
conjunto com 22 outros /oci para compor o sistema de genotipagem das cultivares
de soja, avaliado em 12 cultivares de soja.

4.3. Interpretacao dos dados genotipicos

O sistema de genotipagem composto de 23 pares de primers microsatélites
marcados com fluorescéncia foi utilizado para a identificagcdo genética das 48
cultivares de soja, utilizando sequenciador automatico.

Os 23 loci analisados bem como o numero de alelos observados estao
apresentas na Figura 2. No total, foram identificados 201 alelos nas 48 cultivares de
soja analisadas, com uma média de 8,73 alelos por locus.

Devido a elevada precisdao do sistema, o numero de alelos observados foi
relativamente alto. Contudo, muitos deles diferiram em apenas uma Unica base. As
amostras contraprova serviram para validar o tamanho dos alelos obtidos (Apéndice

- Quadros 1A, 2A e 3A). Os loci que apresentaram o menor numero de alelos foram
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Satt042, Satt045, Satt233 e Satt002, os quais evidenciaram seis alelos, e os loci

mais polimorficos foram Sat_038 e Satt009, com 12 alelos cada.

Satt042

Satt233 Satt045

Satt070

Satt288 Satt431
Satt181 Satt586
Satt100 Sat_064
=¢=NUmero de alelos
Satt540 Satt612
Satt002 Sct_187
Satt114 Sat_038

Satt079

Satt046
Sat_085 Sct_001

Figura 2 — Numero de alelos observados nos 23 /loci microssatélites analisados nas
48 cultivares de soja.

4.4. Analises de distinguibilidade

Os valores de diversidade genética encontrados foram muito satisfatorios,
uma vez que as cultivares utilizadas séo variedades elites do germoplasma brasileiro
e, portanto, geneticamente muito proximas entre si. Os valores obtidos se devem a
eficiéncia da técnica utilizada a qual permitiu a identificacdo precisa e pontual de um
grande numero de alelos, alguns divergindo em poucas bases.

A frequéncia genética variou de 0,021 a 0,65, sendo que 41,8% da
frequéncia apresentada entre as 48 cultivares foi de alelos raros; 23,07% de alelos
identificados em trés a quatro cultivares; 15,38% em alelos observados em cinco a
nove cultivares; 10,57% em 10 a 14 cultivares; 4,8% em 15 a 19 cultivares; 2,4%
para 22 cultivares; 1,44% para 26 cultivares e 0,9% para alelos identificados em 29

cultivares.
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Os valores da diversidade genética associados a cada locus microssatélite
variaram de 0,54 a 0,85 (Quadro 5), com média total de 0,75 entre todos os loci

analisados.

Quadro 5 — Loci analisados, suas respectivas marcagdes fluorescentes, numero de
alelos observados e os valores de diversidade genética obtidos mediante analise
das 48 cultivares de soja

Locus Marcagéo"’ Numero de alelos Diversidade genética
Satt042 HEX 6 0,72
Satt045 HEX 6 0,62
GMABAB HEX 7 0,67
Satt431 HEX 8 0,82
Satt586 HEX 10 0,85
Sat_064 HEX 9 0,75
Satt612 HEX 11 0,83
Sct_187 HEX 11 0,76
Sat_038 FAM 12 0,85
Satt005 FAM 10 0,84
Satt009 FAM 12 0,85
Sct_001 FAM 9 0,80
Sat_085 FAM 8 0,77
Satt046 FAM 9 0,55
Satt079 FAM 7 0,72
Satt114 NED 8 0,76
Satt002 NED 6 0,73
Satt540 NED 8 0,82
Satt100 NED 9 0,66
Satt181 NED 9 0,78
Satt288 NED 9 0,65
Satt070 NED 11 0,75
Satt233 NED 6 0,73
Total - 201 -
Média - 8,73 0,75

YEAM = Fluorescéncia azul: HEX = Fluorescéncia verde; NED = Fluorescéncia amarela.

Os valores de diversidade genética obtidos foram relativamente elevados
sendo superiores a 0,5, indicando que os loci analisados foram suficientes para
distinguir as cultivares analisadas apresentando alta divergéncia entre as mesmas.

Rongwen et al. (1995), analisando sete /loci microssatélites para caracterizar

96 gendtipos de soja, observaram valores de diversidade genética extremamente
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elevados, variando de 0,71 a 0,95. Segundo Alcantara-Neto (2001), os valores
elevados observados pelos autores podem ser explicados pela utilizacdo de
germoplasma constituido por introdugdes de plantas e por genoétipos de Glycine soja
e Glycine max, o que garantiu elevada variabilidade entre os materiais.

Os valores de diversidade genética obtidos neste trabalho ndo foram
utilizados para determinar os /loci que poderiam distinguir e identificar as cultivares,
pois ao analisar os maiores indices de diversidade seria necessario um numero
maior de /oci.

O numero de loci necessarios para a distingdo das cultivares foi obtido
mediante a comparagao entre os mesmos. Foi montada uma matriz computacional
que possibilitasse distinguir as cultivares de acordo com o tamanho de seus alelos e
por meio dessa comparacdo, atribuir o menor numero possivel de loci para
diferenciar os gendtipos analisados. Com base na informagdo gerada por estes
dados, foi possivel identificar seis loci, dos quais cinco distinguiram 99,82% das
cultivares e a adicdo de mais um J/oci solucionou o 0,18% de conflito que existia. A
comparagao dos gendtipos realizada por meio do tamanho de seus alelos gerou
uma matriz de leitura, identificando o /oci utilizado para a distincdo de cada uma das
cultivares (Quadro 6).

Os loci que atenderam a premissa definida de que a distingido entre as
cultivares selecionadas deveria ser realizada pelo menor numero de /oci possivel
foram o Sat 038, Satt612, Satt181, Satt540, Satt009 e Satt005 os quais
apresentaram, respectivamente 12, 11, 9, 8, 12 e 10 alelos e foram denominados de
loci diferenciadores. O locus Sat_038 contribuiu com 78,72% da distinguibilidade
total requerida nesta analise, seguido pelo locus Satt612 com 16,84%, os loci
Satt540 com 2,39%, Satt181 com 1,68%, Satt009 com 0,44%, e o locus Satt005 foi
utilizado para distinguir um unico conflito criado entre as cultivares BRS Favorita e
BRS184.

Com base nessa informacéao, pode-se concluir que um numero relativamente
pequeno de Joci foi necessario para distinguir e identificar as 48 -cultivares
analisadas, em fungdo da alta diversidade genética apresentada pelos loci
analisados e também pelo alto numero de alelos encontrados entre essas cultivares.

No Quadro 7, estdo apresentados os /loci diferenciadores identificados nas

48 cultivares de soja e que seréo utilizados para compor as etiquetas genéticas.
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Quadro 6 — Matriz de leitura dos loci diferenciadores Sat_038 (A), Satt005 (B), Satt009 (C), Satt612 (O), Satt540 (S) e Satt181 (V)

nas 48 cultivares de soja

Loci diferenciadores Cultivar
Cultivar A B C (0] S \Y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 244 179 199 189 144 204 -
2 244 154 214 189 166 200 \Y
3 200 179 220 174 165 204 A A
4 244 157 214 189 144 158 \Y \Y o
5 200 154 214 189 144 174 A A o A
6 200 157 223 189 144 204 A A S A Vv
7 240 179 214 189 166 204 A A A A A A
8 240 144 199 166 149 174 A A A A A A (e}
9 240 144 217 185 151 213 A A A A A A (0] (0]
10 244 154 158 198 166 195 o (¢} A (o} A A A A A
11 244 157 182 174 149 174 (0] (0] A (0] A A A A A (0]
12 240 138 214 174 149 204 A A A A A A (e} (o} o A A
13 160 141 214 189 151 204 A A A A A A A A A A A A
14 200 175 214 189 141 174 A A (e} A A o A A A A A A A
15 149 131 214 189 160 204 A A A A A A A A A A A A A A
16 200 141 179 189 161 174 A A (e} A S (¢} A A A A A A A S A
17 240 131 214 189 151 204 A A A A \Y A S A o A A o A A A A
18 239 172 182 189 160 204 A A A A Y A S S (¢} A A (¢] A A A A S
19 159 172 204 189 166 204 A A A A A A A A A A A A S A A A A A
20 239 172 214 189 166 204 A A A A A A B C (¢} A A (¢] A A A A S S A
21 244 144 220 122 164 200 (o} o A (o} A A A A A o (o} A A A A A A A A A
22 248 154 199 185 151 195 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
23 248 157 217 146 164 204 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A o
24 244 144 150 140 151 204 (0] (0] A (0] A A A A A (0] (0] A A A A A A A A A (0] A A
25 244 141 214 166 162 204 (o} o A (o} A A A A A (e} (o} A A A A A A A A A (e} A A (e}
26 244 157 217 140 - 174 (0] (0] A (0] A A A A A (0] (0] A A A A A A A A A (0] A A \%
27 129 157 167 146 100 195 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
28 240 141 214 140 151 204 A A A A A A o (o} o A A o A A A A (e} (o} A o A A A A
29 135 157 158 198 100 174 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
30 244 157 179 189 100 174 \Y \Y A \Y A A A A A \Y, o A A A A A A A A A o A A (e}
31 135 157 150 174 100 174 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
32 232 138 172 130 174 158 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
33 232 138 172 135 160 167 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
34 232 138 172 135 173 164 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
35 240 138 172 - 173 - A A A A A A S S S A A S A A A A S S A S A A A A
36 232 138 172 130 173 151 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
37 232 138 172 130 160 204 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
38 232 138 172 130 160 164 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
39 226 138 172 146 150 158 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
40 232 141 223 146 174 151 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
41 232 138 172 140 166 167 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
42 200 138 172 135 160 167 A A (¢] A (e} (o} A A A A A A A (¢} A (e} A A A A A A A A
43 240 138 172 146 160 151 A A A A A A o o (o} A A (e} A A A A o o A o A A A A
44 237 141 167 146 165 174 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
45 244 157 214 146 144 204 o (o} A o A A A A A o o A A A A A A A A A (e} A A (o}
46 - 167 179 140 - 174 (¢} (e} (¢] (¢} o (e} (¢] o (e} (¢] (¢} (¢} (e} (¢} (¢} (e} (o} (¢} (e} (o} (¢} (¢} (¢} \Y,
47 - 157 179 146 - 204 o (o} o o o (e} o o (e} o o o (e} (¢} (e} (e} (o} (¢} o (o} (¢} o (¢} o
48 117 141 158 241 95 213 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
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Quadro 6, Cont...

Cultivar Loci diferenciadores Cultivar
A B C o S \Y 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
26 244 157 217 140 - 174 (¢}
27 129 157 167 146 100 195 A A
28 240 141 214 140 151 204 A A A
29 135 157 158 198 100 174 A A A A
30 244 157 179 189 100 174 (0] (0] A A A
31 135 157 150 174 100 174 A A A A (¢} A
32 232 138 172 130 174 158 A A A A A A A
33 232 138 172 135 160 167 A A A A A A A (¢}
34 232 138 172 135 173 164 A A A A A A A (0] S
35 240 138 172 - 173 - A A A S A A A A S A
36 232 138 172 130 173 151 A A A A A A A S (0] (0] A
37 232 138 172 130 160 204 A A A A A A A S o (¢} A \Y,
38 232 138 172 130 160 164 A A A A A A A S o o A \Y \Y
39 226 138 172 146 150 158 A A A A A A A A A A A A (¢} A
40 232 141 223 146 174 151 A A A A A A A o (e} o A (e} o o \Y
41 232 138 172 140 166 167 A A A A A A A (¢] o (¢} A o (¢} (¢] A (¢}
42 200 138 172 135 160 167 A A A A A A A A A Vv A A A A A o A
43 240 138 172 146 160 151 A A A (0] A A A A A A S A A A A A A A
44 237 141 167 146 165 174 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
45 244 157 214 146 144 204 (0] (0] A A A (0] A A A A A A A A A A A A A A
46 - 167 179 140 - 174 (e} C (e} S o (e} o o (e} (e} C (e} o (¢] (e} o \Y (e} o (¢] A
47 - 157 179 146 - 204 o o S o o (e} o o o o C o o (e} \Y \Y (e} (e} S \Y Cc o
48 117 141 158 241 95 213 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A (¢} ¢}




Quadro 7 — Loci diferenciadores identificados nas 48 cultivares de soja analisadas

Loci diferenciadores

Amostra - Cultivar Sat_038 Satt005 Satt009 Satt612  Satt540  Satt181

1 BRS Juliana RR Aoy Bi7g Cio9 O1g9 S V04
2 BRS Gisele RR Ay Bisa Ca1a O1g9 Sies Vaoo
3 BRS MG 850G RR Az0o Bi7o Ca20 O174 Siea Vao4
4 BRS255RR Azas Bis7 Cau4 O Siaa Visg
5 BRS256RR Az0o Bisa Cau4 O Siaa Viza
6 BRS270RR Az0o Bis7 Coz O Siaa Vao4
7 BRS Favorita Az Bi7e Ca14 O1g9 Sies Vao4
8 BRS 243 RR Az Bi1sa (O Os66 S0 Vi74
9 BRS246RR Az Bi1sa Ca17 Osss SIS Va13
10 BRS Charrua RR Aoss B1sa C153 0198 8164 Vios
11 BRS Tracaja Azys Bis7 Cig2 O174 S0 Vi74
12 BRS Macota Az Bias Ca14 O17s S0 Vao4
13 BRS GO Mineiros Aieo B141 Cous O1g9 Si49 V204
14 BRS213 Az00 Bi7s Coug On1sg9 Si41 V174
15 BRS Caiaponia A1ag B3 Coua O1g9 Sie0 Vo4
16 BRS257 Az0o B141 Ciro O1g9 Si160 Viz4
17 BRS133 Az40 B3 Caug O1sg9 Si49 V204
18 Embrapa 48 Az40 Bi7z Cig2 O1g9 Sie0 Vo4
19 BRS Invernada Aieo Bi72 Coo4 O1g9 Si6s Vooa
20 BRS184 Azqo Bi72 Coua O1g9 Si64 Vao4
21 BRS217 [Flora] Apus Bisa Ca0 O12 Sie4 Vaoo
22 BRS218 [Nina] Azag Bisa (O O1gs Sia9 Vigs
23 BRS Jiripoca A Bisz Ca7 O146 Sie4 V04
24 BRS GO Luziania Ao B1as Ciso O140 Si49 Vooa
25 BRS GO 204 Goiania Aoy Bi41 Cos O166 Sie0 Vo4
26 BRS Torena Ao Bis7 Cot7 O140 B V174
27 BRS GO Raissa Aqog Bis? Cie7 O146 Si00 Vg5
28 MG/BR 46 (Conquista) Aoso B141 Cous O140 Si49 Vo4
29 BRS Gralha Aiss Bisz Ciss O19s Si00 Vi74
30 MS/BR39 (Chapadéo) Aoy B1s7 Ci79 O1g9 Si00 V474
31 BRS GO Jatai Ajss Bisz Cis0 O17s Si00 Vi74
32 BRS Sambaiba Aoz Biss C172 0130 8173 Viss
33 BRS Barreiras A232 B133 C172 0135 8160 V167
34 BRS Raimunda A232 B133 C172 0135 8173 V164
35 BRS GO Chapadoes Aoso Biss C172 - S173 R

36 BRS 263 [Diferente] Aoz Bias Ci7 O139 Si73 V451
37 BRSGO Aracu Anzy Biss Cirnz O130 Sie0 Vo4
38 BRSMG-810c A2z Biss Cin2 On130 Si60 Viea
39 BRS Tiana Angg Biss Cirnz O146 S0 Viss
40 BRSGO-Graciosa Aoz B141 Cons O46 Si73 V451
41 M-soy-7501 Azz Biss Cirz O140 Sies Vier
42 CD 201 Az00 Biss Cin2 O135 Si60 Vier
43 NK412113 Az40 Biss Cirz Ou46 Si160 Vis1
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Quadro 7, Cont.

44 BRS258 Azz7 Bi41 Cier Ous6 Sie4 Viza
45 BRS282 Azas Bis7 Coua Ous6 Si4a V04
46 BRS284 - Bier Cizg O140 - Viz4
47 BMX-Magna - Bi1s7 Ci7g O146 . Vo4
48 Willians Ajz Bia1 Ciss O241 Ses V213

*(-) Dados perdidos.

4.5. Etiqueta genética

As etiquetas genéticas foram elaboradas por meio de comparagdes entre
0s seis loci que, neste estudo, receberam o titulo de /oci diferenciadores (Quadro
8). Por meio dessas etiquetas, as cultivares receberam uma identificacdo
molecular, ou seja, a formula genética contendo a informacédo de seus loci
diferenciadores com o peso molecular dos respectivos alelos. Como
consequéncia, essas etiquetas genéticas poderdo ser utilizadas para fins de
protecdo como também em analise de pureza genética em lotes de sementes,

permitindo assim diferenciar claramente as cultivares de soja.

Quadro 8 — Etiquetas genéticas elaboradas com base nas analises das 48

cultivares de soja com os seis loci diferenciadores

Cultivar Etiqueta genética

BRS Juliana RR A244B179C 19901895144V 204
BRS Gisele RR A244B154C2140189S164V200
BRS MG 850G RR A200B179C2200174S 164V 204
BRS255RR A244B157C2140189S144V 158
BRS256RR A200B154C2140189S144V 174
BRS270RR A200B157C2230189S5144V204
BRS Favorita A240B179C2140189S 164V 204
BRS 243 RR A240B144C1990166S 149V 174
BRS246RR A240B144C21701855149V213
BRS Charrua RR A244B154C1580198S164V 195
BRS Tracaja A244B157C1820174S 149V 174
BRS Macota A240B138C2140174S 149V 204
BRS GO Mineiros A1608141Cz14o1898149V204
BRS213 A200B175C2140189S141V 174
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Quadro 8, Cont.

BRS Caiapbnia
BRS257

BRS133

Embrapa 48

BRS Invernada
BRS184

BRS217 [Flora]
BRS218 [Nina]

BRS Jiripoca

BRS GO Luziania
BRS GO 204 Goiania
BRS Torena

BRS GO Raissa
MG/BR 46 (Conquista)
BRS Gralha
MS/BR39 (Chapadao)
BRS GO Jatai

BRS Sambaiba

BRS Barreiras

BRS Raimunda

BRS GO Chapadoes
BRS 263 [Diferente]
BRSGO Aracu
BRSMG-810c

BRS Tiana
BRSGO-Graciosa
M-soy-7501

CD 201

NK412113

BRS258

BRS282

BRS284
BMX-Magna
Willians

A149B131C2140189S160V 204
A200B141C1790189S160V 174
A240B131C2140189S149V 204
A240B172C 18201895160V 204
A160B172C2040189S 164V 204
A240B172C2140189S 164V 204
A244B144C2200122S164V 200
A248B154C 19901855149V 195
A248B157C2170146S 164V 204
A244B144C1500140S 149V 204
A244B141C2140166S 160V 204
A244B157C2170140V 174
A129B157C1670146S100V 195
A240B141C2140140S 149V 204
A135B157C 15801985100V 174
A244B157C1790189S100V 174
A135B157C1500174S100V 174
A232B138C 17201305173V 158
A232B138C 17201355160V 167
A232B138C 17201355173V 164
A240B138C172S173
A232B138C 17201305173V 151
A232B138C 17201308160V 204
A232B138C 17201308160V 164
A226B138C1720146S149V 158
A232B141C2230146S173V 151
A232B138C 17201405164V 167
A200B138C 17201355160V 167
A240B138C1720146S160V 151
A237B141C1670146S164V 174
A244B157C2140146S144V 204
B167C1790140V174
B157C1790146V204
A117B141C1580241S95V213
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5. CONCLUSAO

a) Os marcadores microssatélites mostraram-se eficientes nas analises das
cultivares de soja, sendo identificados 6 /loci com elevados valores de
diversidade genética, os quais sdo capazes de diferenciar todas as 48

cultivares de soja analisadas.
b) Estabeleceu-se um novo sistema de identificacdo genética de cultivares de soja

baseado em uma tecnologia rapida, econdmica e, mais importante, de alto

poder de resolugao para testes de distinguibilidade genética.
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Quadro 1A - Marcagao FAM para Prova (P) e Contra—Prova (CP), nos 24 loci microssatélites analisados nas 48 cultivares de soja
e, seus respectivos alelos, em pares de base, obtidos via sequenciador automatico

14

Amosta Cult Sat_038 Satt005 Satt009 Sat_085 Satt046 Satt079 Sct_001
mostra - Luvar P c, P c P C P cC P C P C P CP
1 BRS Juliana RR 244 244 179 179 199 199 196 196 171 171 - ~ 188 189
2 BRS Gisele RR 244 244 154 154 214 214 A7T1 A7T1 AT 171 - - 188 189
3 BRS MG 850G RR 200 200 179 179 220 220 196 196 - - 247 247 173 174
4 BRS255RR 244 244 157 157 214 214 471 171 471 171 247 247 188 189
5 BRS256RR 200 200 154 154 214 214 171 171 471 171 247 247 188 189
6 BRS270RR 200 200 157 157 223 223 171 171 171 171 200 200 188 189
7 BRS Favorita 240 240 179 179 214 214 205 205 171 171 247 247 188 189
8 BRS 243 RR 240 240 144 144 199 199 196 196 171 171 247 247 158 159
9 BRS246RR 240 240 144 144 217 217 171 171 236 236 200 200 184 185
10 BRS Charrua RR 244 244 154 154 158 158 196 196 171 171 247 247 197 198
11 BRS Tracaja 244 244 157 157 182 182 196 196 171 171 247 247 173 174
12 BRS Macota 240 240 138 138 214 214 196 196 171 171 247 247 173 174
13 BRS GO Mineiros 160 160 141 141 214 214 196 196 171 171 - - 188 189
14 BRS213 200 200 175 175 214 214 208 208 171 171 247 247 188 189
15 BRS Caiapdnia 149 149 131 131 214 214 - - ATt ATt 217 217 188 189
16 BRS257 200 200 141 141 179 179 471 171 471 171 217 217 188 189
17 BRS133 240 240 131 131 214 214 - - 471 71 217 217 188 189
18 Embrapa 48 240 240 172 172 182 182 208 208 171 171 217 217 188 189
19 BRS Invernada 160 160 172 172 204 204 208 208 171 171 207 207 188 189
20 BRS184 240 240 172 172 214 214 208 208 171 171 207 207 188 189
21 BRS217 [Flora] 244 244 144 144 220 220 196 196 171 171 140 140 197 198
22 BRS218 [Nina] 248 248 154 154 199 199 208 208 - - 140 140 225 226
23 BRS Jiripoca 248 248 157 157 217 217 471 171 471 171 140 140 231 232
24 BRS GO Luziania 244 244 144 144 150 150 196 196 171 171 140 140 231 232

N
O

BRS GO 204 Goiania 244 244 141 141 214 214 196 196 171 171 140 140 231 232
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Quadro 1A, Cont...

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

BRS Torena

BRS GO Raissa
MG/BR 46 (Conquista)
BRS Gralha
MS/BR39 (Chapadao)
BRS GO Jatai

BRS Simbaiba

BRS Barreiras

BRS Raimunda

BRS GO Chapaddes
BRS 263 [Diferente]
BRSGO Aracu
BRSMG-810c

BRS Tiana
BRSGO-Graciosa
M-soy-7501

CD 201

NK412113

BRS258

BRS282

BRS284
BMX-Magna
Willians

244
129
240
135
244
135
232
232
232
240
232
232
232
226
232
232
200
240
237
244

117

244
129
240
135
244
135
232
232
232
240
232
232
232
226
232
232
200
240
237
244

117

157
157
141
157
157
157
138
138
138
138
138
138
138
138
141
138
138
138
141
157
167
157
141

157
157
141
157
157
157
138
138
138
138
138
138
138
138
141
138
138
138
141
157
167
157
141

217
167
214
158
179
150
172
172
172
172
172
172
172
172
223
172
172
172
167
214
179
179
158

217
167
214
158
179
150
172
172
172
172
172
172
172
172
223
172
172
172
167
214
179
179
158

171
171
196
196

196
186
167
167
167
167
167
167
167

167
167
174
196
171

205

171
171
196
196

196
186
167
167
167
167
167
167
167

167
167
174
196
171

205

222
171
171
171
171
171
215
218
215

159

222
180
215
202
222
159
171
171
239
218
222

222
171
171
171
171
171
215
218
215

159

222
180
215
202
222
159
171
171
239
218
222

* (-) Dados perdidos
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Quadro 2A - Marcagao HEX para Prova (P) e Contra—Prova (CP), nos 24 loci microssatélites analisados nas 48 cultivares de soja
e, seus respectivos alelos, em pares de base, obtidos via sequenciador automatico

Satt045 GMABAB Satt042 Satt431* Satt586 Sat_064 Satt612 Sct_187

Amostra  Cultivar — —

P CP P CP P CP P CP P CP P CP P CP P CP
1 BRS Juliana RR 129 129 144 144 77 77 200 200 185 185 204 204 189 189 137 137
2 BRS Gisele RR 129 129 144 144 77 77 185 185 197 197 201 201 189 189 145 145
3 BRS MG 850G RR 129 129 144 144 77 77 227 227 197 197 - - 174 174 145 145
4 BRS255RR 129 129 141 141 77 77 185 185 204 204 173 173 189 189 145 145
5 BRS256RR 135 135 144 144 77 77 227 227 197 197 173 173 189 189 145 145
6 BRS270RR 135 135 141 141 77 77 185 185 200 200 204 204 189 189 145 145
7 BRS Favorita 135 135 144 144 77 77 227 227 208 208 204 204 189 189 121 121
8 BRS 243 RR 129 129 144 144 167 167 185 185 197 197 173 173 166 166 145 145
9 BRS246RR 129 129 156 156 77 77 227 227 197 197 213 213 185 185 137 137
10 BRS Charrua RR 135 135 156 156 77 77 227 227 200 200 195 195 198 198 137 137
11 BRS Tracaja 90 90 156 156 77 77 196 196 197 197 173 173 174 174 145 145
12 BRS Macota 129 129 156 156 77 77 196 196 232 232 204 204 174 174 237 237
13 BRS GO Mineiros 129 129 156 156 167 167 196 196 232 232 204 204 189 189 140 140
14 BRS213 129 129 144 144 77 77 196 196 208 208 173 173 189 189 244 244
15 BRS Caiap0nia 135 135 144 144 77 77 196 196 197 197 204 204 189 189 241 241
16 BRS257 129 129 160 160 77 77 185 185 200 200 173 173 189 189 234 234
17 BRS133 129 129 156 156 77 77 196 196 232 232 204 204 189 189 140 140
18 Embrapa 48 135 135 144 144 77 77 185 185 208 208 204 204 189 189 140 140
19 BRS Invernada 90 90 144 144 77 77 185 185 208 208 204 204 189 189 121 121
20 BRS184 90 90 144 144 77 77 227 227 208 208 204 204 189 189 137 137
21 BRS217 [Flora] 135 135 144 144 167 167 231 231 200 200 173 173 122 122 121 121
22 BRS218 [Nina] 129 129 - - 170 170 196 196 208 208 - - 185 185 121 121
23 BRS Jiripoca 129 129 156 156 167 167 231 231 200 200 204 204 146 146 83 83
24 BRS GO Luziania 135 135 144 144 167 167 185 185 200 200 204 204 140 140 137 137
25 BRS GO 204 Goiania 135 135 144 144 164 164 227 227 200 200 204 204 166 166 114 114
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Quadro 2A, Cont...
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BRS GO Jatai

BRS Sambaiba

BRS Barreiras

BRS Raimunda

BRS GO Chapadoes
BRS 263 [Diferente]
BRSGO Aracu
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BRS Tiana
BRSGO-Graciosa
M-soy-7501

CD 201

NK412113

BRS258

BRS282

BRS284
BMX-Magna
Willians

129
129
129
135
129
90

129
135
129
112

129

129
129
158

158
135
129

129
140

129
129
129
135
129
90

129
135
129
112

129

129
129
158

158
135
129

129
140

170
167
167
164
164
164
173
173
170
173
173
173
173
173
173
170
130
173
77

77

167
170

170
167
167
164
164
164
173
173
170
173
173
173
173
173
173
170
130
173
77

77

167
170

185
185
196
231
185
196
215
209
196
196
231
200
200
200
215
200
200
215
227
185
200
227
250

185
185
196
231
185
196
215
209
196
196
231
200
200
200
215
200
200
215
227
185
200
227
250

208
200
232
197

197
185
228
185
225
185
228
228
189
212
228
197
228
197
200
212
197
212

208
200
232
197

197
185
228
185
225
185
228
228
189
212
228
197
228
197
200
212
197
212

173
173
204

173

170
164
164

151

164
164
170
164
164
170
173
204

146

173
173
204

173

170
164
164

151

164
164
170
164
164
170
173
204

146

140
146
140
198
189
174
130
135
135

130
130
130
146
146
140
135
146
146
146
140
146
241

140
146
140
198
189
174
130
135
135

130
130
130
146
146
140
135
146
146
146
140
146
241

137
145
137
121

137
145
145
126
140
145
145
140
145
145
145

145

145
145

145

137
145
137
121
83

137
145
145
126
140
145
145
140
145
145
145

145

145
145

145

* (-) Dados perdidos



Quadro 3A - Marcacao NED para Prova (P) e Contra—Prova (CP), nos 24 loci microssatélites analisados nas 48 cultivares de soja
e, seus respectivos alelos, em pares de base, obtidos via sequenciador automatico

6v

_ Satt114 Satt002 Satt540 Satt100 Satt233 Satt181 Satt070 Sait288
Amostra  Cultivar P ¢ P <Cc P GC P <C P < P <P P <P P P
] BRS Juliana RR 14 114 127 127 144 144 141 141 184 184 204 204 143 143 244 244
9 BRS Gisele RR 102 102 127 127 164 164 141 141 195 195 200 200 143 143 244 244
3 BRS MG 850G RR 102 102 121 121 164 164 134 134 184 184 204 204 169 169 244 244
4 BRS255RR 90 90 127 127 144 144 141 141 204 204 158 158 169 169 244 244
5 BRS256RR 90 90 127 127 144 144 134 134 184 184 174 174 143 143 244 244
5 BRS270RR 90 90 127 127 144 144 141 141 195 195 204 204 143 143 234 234
7 BRS Favorita 9 90 121 121 164 164 141 141 184 184 204 204 143 143 241 241
8 BRS 243 RR 74 74 127 127 149 149 141 141 195 195 174 174 143 143 244 244
9 BRS246RR 74 74 127 127 149 149 141 141 204 204 213 213 143 143 231 231
10 BRS Charrua RR 90 90 127 127 164 164 141 141 184 184 195 195 143 143 237 237
11 BRS Tracajé 90 90 121 121 149 149 141 141 204 204 174 174 143 143 234 234
12 BRS Macota 74 74 134 134 149 149 141 141 184 184 204 204 143 143 237 237
13 BRS GO Mineiros 74 74 134 134 149 149 141 141 184 184 204 204 143 143 244 244
14 BRS213 74 74 121 121 141 141 141 141 204 204 174 174 169 169 244 244
15 BRS Caiaponia 74 74 121 121 160 160 141 141 184 184 204 204 143 143 241 241
16 BRS257 90 90 121 121 160 160 141 141 184 184 174 174 172 172 234 234
17 BRS133 74 74 134 134 149 149 199 199 184 184 204 204 143 143 244 244
18 Embrapa 48 90 90 121 121 160 160 184 184 184 184 204 204 143 143 237 237
19 BRS Invernada 9 90 127 127 164 164 184 184 195 195 204 204 143 143 237 237
20 BRS184 90 90 121 121 164 164 141 141 184 184 204 204 143 143 237 237
o1 BRS217 [Flora] 74 74 127 127 164 164 138 138 200 200 200 200 160 160 219 219
22 BRS218 [Nina] 74 74 121 121 149 149 141 141 200 200 195 195 144 144 237 237
23 BRS Jiripoca 90 90 127 127 164 164 141 141 195 195 204 204 172 172 146 146
24 BRS GO Luziania 74 74 127 127 149 149 141 141 200 200 204 204 160 160 244 244
25 BRS GO 204 Goiania 74 74 127 127 160 160 141 141 184 184 204 204 143 143 244 244
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27
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30
31
32
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34
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

BRS Torena

BRS GO Raissa
MG/BR 46 (Conquista)
BRS Gralha
MS/BR39 (Chapadao)
BRS GO Jatai

BRS Sambaiba

BRS Barreiras

BRS Raimunda

BRS GO Chapadoes
BRS 263 [Diferente]
BRSGO Aracu
BRSMG-810c

BRS Tiana
BRSGO-Graciosa
M-soy-7501

CD 201

NK412113

BRS258

BRS282

BRS284
BMX-Magna
Willians

74
90

90

90

90

139
139
139
139
139
159
159
142
139
142
139
142
90

90

102
109

74
90
74
90
90
90
139
139
139
139
139
159
159
142
139
142
139
142
90
90

102
109

138
199
134
138
138
199
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
127
127
121
121
160

138
199
134
138
138
199
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
138
127
127
121
121
160

100
149
100
100
100
173
160
173
173
173
160
160
149
173
164
160
160
164
144

95

100
149
100
100
100
173
160
173
173
173
160
160
149
173
164
160
160
164
144

95

141
141
141
128
141
134
184
196
196
196
196
196
196
205
184
196
196
196
141
141

163

141
141
141
128
141
134
184
196
196
196
196
196
196
205
184
196
196
196
141
141

163

195
195
204
195

200
184
200
184
200
184
200
195
189
184
200
200
200
195
200
195
195
243

195
195
204
195

200
184
200
184
200
184
200
195
189
184
200
200
200
195
200
195
195
243

174
195
204
174
174
174
158
167
164

151
204
164
158
151
167
167
151
174
204
174
204
213

174
195
204
174
174
174
158
167
164

151
204
164
158
151
167
167
151
174
204
174
204
213

88
100
100

80
100

88
150
199
160

199
160
199

160
160
143
169

104

88
100
100

80
100

88
150
199
160

199
160
199

160
160
143
169

104

237
244
244
212
146
219
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

244
237
244

244
216

237
244
244
212
146
219
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

244
237
244

244
216

* (-) Dados perdidos.



