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EXTRATO

MACHADO, Marco Antonio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
1999. Integragdo de mapas, mapeamento de QILS e andlise da
diversidade genética em soja ufilizando marcadores AFLP. Orientador:
Maurilio Alves Moreira. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Aluizio
Borém de Oliveira.

Marcadores moleculares auxiliam no monitoramento de genes €
possibilitam avaliar a variabilidade genética em programas de melhoramento.
Marcadores AFLP sdo bastante polimérficos € apropriados para uso em
culturas de base genética estreita como a soja. O primeiro objetivo deste
trabalho foi a intfegracdo de um mapa de AFLP interespecifico de soja da
Monsanto Company, EUA, com um mapad de dominio publico desenvolvido
pela Universidade de Utah, EUA. Este mapa foi gerado com uma populagdo
de 223 RILs (linhas recombinantes de auvtofecundacdo) do cruzamento de
Minsoy X Noir. Esse mesmo mapa possui 468 marcadores (279 RFLP, 166 SSR e 23
cléssicos), que cobrem 2330 cM e contém QTls (loci de caracteristicas
quantitativas) identificados. DNA de 88 RiLs foram amplificados, utilizando-se a
técnica de AFLP, com 41 pares de primers, usados também no mapa da
Monsanto. Dos 354 marcadores obtidos, 54 foram polimérficos para o mapa da
Monsanto e seviram como pontos de ancoramento para a integragdo dos
dois mapas. Essa integragcdo vai permitir a transferéncia de QTLs do mapa
Minsoy X Noir para © mapa da Monsanto. O segundo objetivo foi a
identificacdo de QTLs para teores de acidos graxos em soja, utilizando-se

marcadores AFLP. Sementes de soja de 357 individuos F2 do cruzamento da
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linhagem de baixo teor de écido linolénico, BARC-12, e a variedade CAC-]
foram analisadas quanto ao teor de Aacidos graxos (palmitico, estedrico,
oléico, linolénico e linoléico), por meio de cromatografia gasosa, usando-se
um método ndo-destrutivo. Foram selecionados 89 individuos para andlise pela
técnica de AFLP. Trinta e cinco combinagdes de primers foram utilizadas,
gerando 158 marcadores dominantes e 18 co-dominantes. Foram identificados
QTLs para todos os dcidos graxos, sendo que um marcador co-dominante
explicou 50% da variagdo do teor de acido linolénico. Linhas recombinantes
de autofecundacdo (RILs) est@o sendo desenvolvidas para esse cruzamento, o
que vai permitir realizar estudos mais detalhados sobre a heranga do teor
desses acidos. O terceiro, e Ultimo, objetivo do presente trabalho foi estudar a
variabilidade genétfica de 263 acessos de soja, sendo 31 Glycine soja, 10
Glycine max adaptados e 222 Glycine max ndo-adaptados, utilizando-se a
técnica de AFLP. Os padrdes de AFLP foram utilizados para gerar uma matriz
de distancias genéticas de Nei, que foi empregada na realizagdo de uma
andlise multivariada. Os resultados confimaram que a soja cultivada
apresenta base genética muito estreita e que existe grande diversidade
genética em materiais exéticos, que podem ser aproveitados em programas
de melhoramento.



ABSTRACT

MACHADO, Marco Antonio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, September,
1999. Map integration, QTL mapping and genetic diversity in soybean using
AFLP markers. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members:
Everaldo Gongalves de Barros and Aluizio Borém de Oliveira.

Molecular markers help monitoring genes and allow to access the
genetic variability in germplasm. AFLP are very polymorphic markers and
suitable to be used in crops with narrow genetic base like soybean. The first
objective of this work was to integrate an interspecific AFLP map developed by
Monsanto, USA with a public map developed by the University of Utah. This
map was generated with 223 recombinant inbred lines from the cross of Minsoy
and Noir. It has 468 markers (279 RFLP, 166 SSR and 23 Classical markers)
covering 2,330 cM with many quantitative trait loci (QTLs) identified. DNA from
88 RILs from this population were analyzed by the AFLP technique with 41 primer
pairs also used in the Monsanto's map. From the 354 AFLP markers generated
54 markers were also polymorphic with Monsanto map and were used as
anchor points to merge the two maps. Map integration wil allow the transfer of
QTL data from the Minsoy X Noir map to Monsanto's map. The second
objective of this work was to map quantitative trait loci (QTLs) for fatty acid
content in soybean seeds. Soybean seeds of 357 F. individuals from a cross
between the low linolenic line BARC-12 and the cultivar CAC-1 were analyzed
for the content of palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids by gas
chromatography. A total of 89 plants were analyzed with the AFLP technique
using 35 primer pairs that generated 158 dominant and 18 co-dominant



markers. It was possible to identify QTLs for all fatty acids and one co-dominant
marker explained 50% of the variation for the content of linolenic acid.
Recombinant Inbred Lines (RILs) are being developed for this cross to provide
more detailed studies about the inheritance of fatty acid content in soybean
seeds. The third objective of this work was to measure the genetic diversity
present in unadapted and wild relatives of soybean. For that, 263 soybean
accessions (31 Glycine soja, 10 adapted and 222 unadapted Glycine max)
were evaluated using AFLP technique. AFLP patterns were used to generate a
Nei & Li genetic distance matrix that was used to perform a multi-dimensional
analysis. The results showed that cultivated soybean has a narrow genetic base
and a great amount of genetic diversity is still present in exotic germplasm and
could be used as a source of variability in breeding programs.

Xi



1. INTRODUCAO

Os estudos genéticos tradicionais s@o baseados na construgdo de
mapas de ligagdo utilizando marcadores fenotipicos ou classicos que, na sua
maioria, sGo genes que determinam pigmentacdo, morfologia, estadios de
desenvolvimento e resposta a pragas e doencas. Na cultura da soja, o
mapeamento tradicional tem progredido muito vagarosamente, devido &
falta de marcadores e & baixa variabilidade genétfica do germoplasma
(SHOEMAKER, 1994). Aproximadamente, 250 marcadores morfolégicos, de
pigmentacdo e isoenzimdticos ja foram identificados para a cultura da soja.
No entanto, apenas 63 foram incluidos no mapa genético classico, o que
resultou numa média de apenas trés marcadores em cada um dos 20 grupos
de ligagdo da soja (PALMER e HEDGES, 1993).

1.1. Marcadores moleculares

O avanco das técnicas moleculares permitiv o desenvolvimento de
marcadores que podem ser usados para estudos genéticos. Os primeiros
marcadores moleculares utilizados foram as isoenzimas, que sdo variantes de
uma enzima detectadas por diferengas na migracdo eletroforética em géis de
amido. Esta técnica tem sido usada com sucesso em estudos genéticos, no
enfanto o nUmero de marcadores obfidos ndo € suficiente para estudos

detalhados de mapeamento no melhoramento de plantas (TANKSLEY et al.,
1989).



Vdrias técnicas moleculares foram desenvolvidas para explorar a
grande variabilidade genética existente no DNA, o que permitiu o inicio de
uma nova era na construcdo de mapas de ligagdo.

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
primeiramente desenvolvida para mapeamento do genoma humano
(BOTSTEIN et al., 1980), teve grande aplicagdo no mapeamento de plantas.
DNA de cépia Unica é clonado de uma espécie de interesse e usado, como
sonda, para acompanhar a segregagdo de regides homdlogas do genoma
de vdrios individuos numa populagdo segregante. Esta técnica baseia-se na
digestdo do DNA com vdrias enzimas de restricdo, que cortam o DNA em
regides especificas denominadas sitios de restricdo. O DNA digerido é
submetido a um campo elétrico, em que os fragmentos de DNA s&o
separados pelo tamanho (eletroforese). Apods a eletroforese, os fragmentos de
DNA sdo ftransferidos para uma membrana. A diferengca no tamanho dos
fragmentos é detectada pelo uso de sondas marcadas que possuem
homologia com regides especificas de alguns fragmentos. O polimorfismo
obtido é devido a insercoes, delecdes e mutagdes de ponto. Os fragmentos
sdo herdados de modo co-dominante, permitindo a distingGo entre individuos
heterozigotos e homozigotos.

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et
al., 1990; WELSH e McCLELLAND, 1990) baseia-se numa modifica¢c@o da técnica
original da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que possibilita a sintese de
DNA in vitro, a partir de um DNA-modelo. SGo utilizados primers de sequéncia
aleatéria de 10 pares de base (pb), que vao se ligar a regides homdlogas no
DNA-alvo. A amplificacdo ocomrrerd quando dois primers estiverem
flanqueando um segmento de DNA em dire¢do oposta e distanciados de 500
a 2.000 pb, o que possiblita a sintese desse segmento pela Tag DNA
polimerase. Repetidos ciclos de desnaturagdo do DNA-alvo, ligagdo dos
primers e sintese da cadeia produzem os fragmentos de DNA, que sdo
visualizados em gel de agarose. O polimorfismo ocorre quando: a distancia
entre os sitios de ligac@o dos primers é muito grande; o sitio de ligagdo dos
primers nGo estd presente (devido a inser¢des ou delegdes entre os sitios); ou
quando o sitio sofreu mutagdo de ponto. A técnica de RAPD ampilifica varios

locos em cada reacdo, dependendo da espécie estudada. Outra



caracteristica € que a quantidade de DNA necessdria € muito pequena. No
entanto, a técnica ndo permite a distingdo entre individuos heterozigotos e
homozigotos, sendo, portanto, considerada dominante.

A técnica de SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites,
infroduzida em soja por AKKAYA et al. (1992), baseia-se na amplificagdo de
regides contendo sequéncias repetidas simples, com o uso de primers
especialmente construidos para ligar em regides que flanqueiam os
microssatélites. O polimorfismo baseia-se no nUmero de seqiéncias repetidas
presentes em cada individuo. Em soja, que possui base genética estreita, ja
foram detectados 23 alelos diferentes para um mesmo loco. Esse alto nivel de
alelismo possibilita a comparagdo de mapas de ligagdo entre diferentes
variedades, podendo-se gerar um mapa-consenso. Essa técnica permite a
deteccdo dos individuos heterozigotos, sendo, portanto, considerada co-
dominante.

A técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) foi
desenvolvida recentemente para mapeamento em larga escala (VOS et al.,
1995). Os marcadores sdo fragmentos de restricdo detectados apds uma
amplificacdo seletiva por PCR. O DNA gendmico € digerido simultaneamente
com duas enzimas de restricdo, como EcoRl e Msel. A seguir, os fragmentos de
DNA gerados sdo ligados a adaptadores nos sitios de EcoRl e de Msel e
amplificados por PCR, utilizando-se primers que contém seqUéncias
complementares aos adaptadores. A seletividade é alcangada pela adigdo
de nucleotideos arbitrdrios & extremidade 3' do primer, causando aumento na
seletividade do primer e resultando numa redugdo na complexidade dos
produtos de amplificagcdo por PCR. Quando trés nucleotideos sdo adicionados
as extremidades dos dois primers, entre 50 e 100 locos sdo amplificados num
genoma fipico de planta (VOS et al., 1995). Os fragmentos de DNA
amplificados s@o detectados pelo fracionamento em géis de
seqUenciamento, o que permite detectar polimorfismos de até um par de
bases. Esta técnica é extremamente poderosa na caracterizagdo de genomas
e no mapeamento genético. Em espécies, consideradas polimérficas, como o
milho, pode-se obter grande nUmero de marcadores com apenas um par de
primers. O polimorfismo gerado por esta técnica € preferencialmente

dominante, sendo possivel, no entanto, identificar os individuos heterozigotos,



pela diferenca de intensidade das bandas, se esta for realizada com bastante
precisdo.

1.2. Mapas de ligagao

O grande avango das técnicas moleculares permitiv a obtengGo de
grande numero de marcadores e a elaboragdo de mapas de ligagao
detalhados para varias espécies. Na cultura da soja, os primeiros mapas de
ligacdo foram desenvolvidos, utilizando-se marcadores RFLP. APUYA et al.
(1988) desenvolveram uma biblioteca gendmica de soja digerida com a
enzima Sau3Al e clonada no fago M13 digerido com BamHI. Para diferenciar
os clones de cépia Unica dos clones contendo DNA repetitivo, fez-se a
hibridizacdo dos clones com DNA gendmico total de soja, marcado com
radioatividade. Os clones de cépia Unica ou de poucas copias foram
identificados pela auséncia de hibridizacao.

O DNA de plantas pode apresentar metilagdo da base citosina, e
muitas enzimas de restricdo ndo conseguem digerir © DNA metilado. Com
base nesse fato, KEIM e SHOEMAKER (1988) utilizaram a enzima Pstl, sensivel &
metilacdo, para construir uma biblioteca genémica de soja. Regides transcritas
apresentam menor metilagcdo do DNA, podendo ser digeridas pela enzima Pstl.
Desse modo, os referidos autores conseguiram obter uma biblioteca de DNA
de cépia Unica.

SHOEMAKER et al. (1992) identificaram marcadores RFLP polimaorficos
para grande numero de gendtipos de soja e demonstraram que um mapda
detalhado de RFLP pode ser utilizado para entendimento da estrutura e da
evolucdo do genoma, identificando-se quais ancestrais doaram 0s
marcadores para dado genoma de uma variedade.

SHOEMAKER e OLSON (1993) desenvolveram um mapa saturado em
soja numa populagdo de 60 individuos F2 do cruzamento da linhagem de G.
max A81-356022 com o acesso de G. soja Pl 468.916. Esse mapa com 490
marcadores contém marcadores RFLP de clones aleatdrios e de genes
conhecidos, marcadores RAPD, marcadores isoenzimaticos e alguns
marcadores cldssicos. Foram gerados 20 grupos de ligagdo, corespondendo a
uma dist@ncia de recombinagdo de quase 3.000 cM.



LARK et al. (1993) desenvolveram um mapa de ligagdo utilizando o
cruzamento intra-especifico Minsoy (Pl 27.890) X Noir 1 (Pl 290.136). O mapa
contém 133 marcadores RFLP, alguns marcadores classicos e também
isoenzimaticos. Trinta e um grupos de ligagdo foram gerados, correspondendo
a uma disténcia de recombinagdo de 1.550 cM.

AKKAYA et al. (1995) mapearam 40 marcadores SSR em uma populagcdo
F2 de soja de 60 individuos de um cruzamento de duas linhagens oriundas das
variedades Clark e Harosoy. Os marcadores SSR distribuiram-se aleatoriamente
no genoma em relagdo aos marcadores RFLP e RAPD mapeados
anteriormente. A inclusGo dos marcadores SSR aumentou a abrangéncia do
mapaq, de 1.056 para 1.486 cM, em 29 grupos de ligagdo.

KEIM et al. (1997) construiram um mapa saturado de soja numa
populacdo de 300 linhagens recombinantes endogdmicas do cruzamento das
variedades BSR-101 X Pl 437.654. Primeiramente, foi construido um mapa-base
com 165 marcadores RFLP, utilizando-se toda a populagdo de 300 individuos.
Quarenta e dois individuos foram utilizados para inclusdo de 650 marcadores
AFLP. O mapa final apresentou 840 marcadores, sendo 165 RFLP, 650 AFLP e 25
RAPD, abrangendo 3.441 cM em 28 grupos de ligagdo. Foi notada a
ocorréncia de aglomeragdo de marcadores AFLP em algumas regides do
mapa, possivelmente devido a uma redugdo de recombinagdo nessas
regides, podendo caracterizar regides heterocromaticas, como centrébmeros.
Apesar dessa aglomeragdo, os referidos autores concluiram que os
marcadores AFLP mapearam em todos os grupos de ligacdo e apresentaram
boa distribuic@o em relagdo aquela obtida com marcadores RFLP,

E interessante que um mapa construido com marcadores moleculares
apresente marcadores classicos de facil identificagdo fenoftipica, pois se
podem descobrir associagcdes entre locos de carater quantitativo (QTLs) de
interesse e caracteristicas morfolégicas de facil detecgdo. Infelzmente, os
mapas de ligagdo, construidos com marcadores moleculares, apresentam
poucos marcadores cldssicos, pois as populagoes utilizadas para gerar esses
mapas segregam para poucos locos classicos. Com o objetivo de integrar os
marcadores cldssicos disponiveis aos marcadores moleculares, SHOEMAKER e
SPECHT (1995) desenvolveram uma populagdo F2 de soja, segregando para 20

marcadores cldssicos, oriunda do cruzamento de uma linhagem da variedade



Clark com uma linhagem da variedade Harosoy. Os referidos autores utilizaram
350 marcadores RFLP e oito marcadores RAPD, previamente mapeados num
cruzamento interespecifico de Glycine soja X Glycine max (SHOEMAKER e
OLSON, 1993). Dos 358 marcadores ufilizados, 118 (33%) segregaram na
populacdo Clark X Harosoy. Foi utilizado o programa de computador JoinMap
(STAM, 1993) para agrupar os dados de ambas as populagdes e construir
grupos de ligagdes-consenso. Com este estudo, cerca da metade dos 19
grupos de ligagdo do mapa classico foi associada a um grupo de ligagdo
molecular.

Ql et al. (1996) construiram um mapa integrado em cevada, utilizando -
se dados moleculares oriundos de quatro cruzamentos. Pelo menos 22% dos
marcadores eram comuns entre dois mapas, o que permitiv a geragdo de um
mapa integrado contendo 898 marcadores, cobrindo 1.060 cM e removendo
regides ndo saturadas existentes nos mapas individuais. Comparagdes feitas
entre o mapa integrado e os mapas individuais evidenciaram que a ordem
dos marcadores, na sua grande maioria, foi conservada.

A grande utilizagcédo de marcadores SSR no mapeamento genético da
soja permitiu ao Dr. Perry Cregan, do USDA (Departamento de Agricultura dos
EUA), redlizar a integrag@o de trés mapas de soja desenvolvidos nos EUA:
USDA/Universidade de lowa, Universidade de Utah e Universidade de Nebraska
(comunicagdo pessoal).

1.3. Mapeamento de QTLS

O estudo dos locos que controlam caracteristicas quantitativas (QTLs)
possibilita a dissecacdo de caracteres complexos nos seus componentes
genéticos individuais, permitindo o seu fratamento como se fossem
caracteristicas de heranca simples (TANKSLEY et al., 1989).

A utilizagdo de marcadores moleculares, para mapear e caracterizar
QTLs, estd fundamentada no desequilibrio de ligacdo existente numa
populacdo segregante, fazendo com que sejam criadas associagdes entre os
marcadores e os QTls. A populagcdo segregante ufiizada pode ser de
retrocruzamento, F2 ou RILs (linhagens recombinantes endogémicas), dentre

outras. A populacdo de retrocruzamento € pouco informativa, pois segrega



apenas para os alelos do progenitor doador. A populagdo Fz, por sua vez, €
duas vezes mais informativa do que a de retrocruzamento e apresenta todas
as combinacdes possiveis de alelos dos progenitores (AA, Aa, aa). A presenca
dos heterozigotos torna possivel o estudo dos efeitos aditivos e dos desvios de
domindncia. Tais caracteristicas fazem com que as populagdes F2 sejam
bastante utilizadas no mapeamento de plantas. A maior limitagcGo das
populacdes F» e de retrocruzamento é apresentar uma natureza ndo estatica,
ou seja, a autofecundacdo destas populagdes vai dar origem a populagoes
diferentes, Fs e RCiF2, respectivamente, dificultando a andlise de QTLs em
diferentes localidades. As RILs constituem uma populagdo permanente, visto
que cada individuo é resultante de autofecundagdes sucessivas de uma
planta F.. Os vérios ciclos de meiose requeridos para alcancar a homozigose
oferecem mais oportunidade para eventos de recombinagdo. Desse modo, 0s
mapas obtidos por meio de RILs apresentam maior resolugdo, se comparados
com os mapas de F.. Uma das principais caracteristicas dessa populagdo €
que ela permite o estudo da interagdo QTLs x ambiente, uma vez que as
mesmas linhas podem ser plantadas em diferentes ambientes. Essas
caracteristicas fazem com que esse tipo de populagdo seja a mais utilizada
atualmente no mapeamento de QTLs. A sua principal limitagdo é o tempo
requerido para sua obtencdo, cerca de sete ou mais geragdes de
autofecundacdo.

A deteccdo de QTLs pode ser feita por meio de dois procedimentos
principais: modelos lineares e modelos utilizando maxima verossimilhanga.

Os modelos lineares sdo a maneira mais simples para deteccdo de QTLs.
A distribuicdo dos valores fenofipicos &€ analisada para cada marcador
separadamente. Modelos lineares simples, como ANOVA e regressdo linear,
s@o métodos de facil execucdo, bastante flexiveis e nGo necessitam de mapas
de ligacdo. Por utilizarem apenas diferengas entre as médias dos marcadores
ndo é possivel estimar a magnitude do efeito do QTL e a sua posicdo no
genoma (LYNCH e WALSH, 1998).

Os métodos de maxima verossimihanga sdo os mais utilizados no
mapeamento de QTLs. Esse modelo leva em considera¢cao toda a informagdo
da distribuicGo marcador/fendétipo, tendo, portanto, mais poder de resolugdo.

Esses métodos s@o mais complexos e requerem a utilizagdo de programas de



computador especificos. LANDER e BOTSTEIN (1989) desenvolveram o método
de mapeamento por intervalo, que se baseia nas informagdes da segregacdo
de pares de marcadores adjacentes como unidade de andlise, estimando-se
a freqUéncia de recombinagdo e a magnitude do efeito do QTL no intervalo
entre dois marcadores ligados no mapa de ligagdo. O resultado da andlise é
mostrado por um mapa de LOD scores (verossimilhanga das desigualdades)
em funcdo da posicdo do QTL no mapa. Em cada experimento, grande
nimero de testes para associagdo marcador/fendtipo € realizado,
dificultando o estabelecimento de niveis de significGncia para os testes de
hipétese estatistica. Isso faz com que possam ocorrer QTLs falso-positivos. Uma
metodologia eficaz, desenvolvida para obtencdo de niveis de significGncia
geral, utiiza testes de permutagcdo ndo-paramétricos, baseados na
reamostragem dos dados originais (DOERGE e CHURCHILL,1996). Os dados
fenotipicos s@o aleatoriamente reamostrados, gerando uma amostra
contendo os dados moleculares originais, mas com os dados fenotipicos
aleatoriamente cormrelacionados com os dados moleculares. O teste estatistico
é, entdo, computado nesta amostra, cujo procedimento € repetido muitas
vezes.

MANSUR et al. (1993) identificaram QITLs para 15 caracteristicas
agronémicas, numa populacdo de linhagens recombinantes endogamicas de
soja, oriundas do cruzamento entre as variedades Minsoy e Noir 1. Nessa
populacdo, esses autores encontraram segregac¢do fransgressiva para varias
caracteristicas, ou seja, a média da populagdo apresenta faixa maior de
variagdo, quando comparada aos valores dos pais. Foi utilizado mapeamento
por intervalo para os marcadores ligados (mapeados) e ANOVA para os
marcadores ndo-ligados. QTLs de grande expressdo foram identificados pelo
marcador de RFLP, R79, que explicou 31% da variagcdo para maturidade, e
G173, que explicou 53% da variagdo para altura de planta.

LEE et al. (1996q), tfrabalhando com uma populagcdo de linhas derivadas
da geracdo Fs, do cruzamento entre a variedade de soja Young e Pl 416937,
identificaram QTLs para altura de planta, acamamento e maturidade. Os
dados de campo foram obtidos em quatro localidades, no intuito de verificar
a consisténcia da deteccdo de QTLs em diferentes localidades. Utilizaram um
mapa contendo 137 marcadores RFLP, abrangendo 1.600 cM. Dois



marcadores para altura de planta, Blt 043 e A063a, € um marcador para
acamamento, Al169, foram detectados em todas as localidades. Esses mesmos
autores concluiram que o nivel de consisténcia dos QILs, nas diferentes
localidades, depende da caracteristica analisada.

LEE et al. (1996b) identificaram QTLs adicionais para altura de planta,
acamamento e maturidade, numa populagcdo de soja do cruzamento de
Coker 237 X Pl 97100, segregando para hdbito de crescimento. O marcador
Dt1 explicou 67% da variagdo para altura de planta e 56,4% da variagdo para
acamamento. Duas regides, entre os marcadores R051 € N100 e entre os
marcadores B032 e Cpll, explicaram 31,2 e 262% da variagdo para
maturidade, respectivamente. Os QTLs foram consistentes nas diferentes
localidades, e os referidos autores concluiram que isso pode ser devido ao fato
de que foram identificados poucos QTLs de grande efeito.

MANSUR et al. (1996) utilizaram uma populagdo de linhagens
recombinantes endogdmicas de soja, do cruzamento de Minsoy X Noir 1, para
mapear QTLs para varias caracteristicas agrondémicas: dias para florescimento,
dias para maturidade, periodo reprodutivo, altura de planta, acamamento,
teor de dleo, teor de proteina, tamanho da semente, produtividade, nimero
de sementes, largura da folha, comprimento da folha e drea foliar. Foi
construido um mapa contendo marcadores RFLP, SSR e marcadores cldssicos,
abrangendo aproximadamente 2.000 cM. Para muitas caracteristicas, poucos
QTLs explicaram grande propor¢do da variagdo observada. QTLs para a
maioria das caracteristicas foram mapeados em apenas trés grupos de
ligacdo e, freqientemente, no mesmo loco genético. Devido ao nivel de
resolucdo do mapa, esses autores ndo conseguiram determinar se os QTLs
apresentam efeitos pleiofropicos ou se sdo varios genes ligados numa
pequena regido.

BRUMMER et al. (1997) avaliaram oito populagdes de soja do meio-oeste
americano, para determinagcdo de teores de Oleo e proteina. Eles
encontfraram QTLs estaveis e instaveis & variagdo ambiental em todas as oito
populacdes para os teores de dleo e proteina. Os QTLs encontrados foram
sensiveis & variacGo ambiental e & composicdo genética de cada
cruzamento, embora alguns QTLs foram estGveis em diferentes populacdes e

em diferentes ambientes.



LANDER e BOTSTEIN (1989) e DARVASI e SOLLER (1992) descreveram uma
metodologia pratica, para detecgcdo de QILs, denominada genotipagem
seletiva. A maioria dos caracteres quantitativos € mais facil de ser medida do
que a obtencdo de marcadores moleculares. Portanto, € mais facil avaliar a
populagcdo quanto aos fendtipos desejados e andlisar apenas uma parte
selecionada (extremos da curva normal) da populagdo com marcadores
moleculares. Essa técnica se baseia no fato de que a maioria da informago
sobre a ligagcdo marcador-QTL vem dos individuos com fendtipos extremos.

Seguindo o mesmo fundamento da genofipagem seletivq,
MICHELMORE et al. (1991) desenvolveram uma técnica denominada Andlise
da Segregacdo de Bulks (Bulked Segregant Analysis ou BSA). Os fendtipos
extremos de cada lado da curva normal sé@o selecionados para a formagdo
de dois bulks de DNA dos individuos. Um bulk possui o alelo para o QTL e o
outro bulk o alelo alternativo para este QTL. Marcadores ndo-relacionados
com o QTL segregam aleatoriamente entre os dois bulks. Esse método requer
populacdes grandes para que os bulks sejam bem contrastantes e identifica
principalmente QTLs de maior efeito. No entanto, esse € um método que
permite selecdo rdpida de marcadores ligados a QIls. A andlise de
segregacdo de bulks também pode ser usada para o mapeamento preciso
de QILs, ou seja, saturar uma regido associada a um QTL com marcadores
adicionais. S@o construidos bulks baseados nos alelos alternativos dos
marcadores ligados ao QTL, fazendo com gque novos marcadores possam ser
encontrados, saturando a regido em questao (GIOVANNONI et al., 1991).

WANG e PATERSON (1994) concluiram que estratégias como
genotipagem seletiva e BSA ndo sdo efetivas para detecgcdo de QTLs de
menor efeito, que normalmente influenciam uma caracteristica complexa.
EDWARDS e PAGE (1994) demonstraram, por meio de simulacdes em
computador, que a selecdo assistida por marcador (MAS) foi mais eficiente
quando poucos QTLs explicam a maior parte da variagdo para a
caracteristica analisada. Genotipagem seletiva e BSA sdo técnicas que
diminuem o trabalho de mapeamento necessario para localizar QTLs (MIKLAS
et al., 1996; MANSUR et al., 1993) e se adaptam bem aos melhoristas que estdo
interessados na identificacdo de QITLs de maior efeito, objetivando uma
selecdo assistida por marcador (MAS).
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1.4. Diversidade genética

O melhoramento da cultura da soja frouxe ganhos genéticos
consideraveis. No Brasil, a média de estd em torno de 2.300 kg/ha, com
perspectivas de aumento (EMBRAPA, 1998). No entanto, todo esse ganho
genético estd sendo acompanhado de erosdo genética.

HIROMOTO e VELLO (1986) constataram que 100% do conjunto génico
das variedades, recomendadas para o ano agricola 1983/1984, eram
derivadas de apenas 26 ancestrais. Nove desses ancestrais foram responsdaveis
por mais de 80% do conjunto génico, e apenas quatro ancestrais contribuiram
com cerca de 50% desse conjunto. Esses autores concluiram que existe
necessidade de aumentar a base genética das variedades brasileiras, devido
@ vulnerabilidade genética do germoplasma, para aumentar a producao.

Nos Estados Unidos, situacdo semelhante foi encontrada. DELANNAY et
al. (1983) constataram que 10 ancestrais contribuiram com 88% do conjunto
génico do germoplasma do norte e apenas sete ancestrais contribuiram com
70% do germoplasma do sul.

GIZLICE et al. (1993), estudando 14 ancestrais de soja e utilizando
coeficientes de parentesco, concluiram que 25% da base genética foi erodida
nos conjuntos génicos do norte e sul dos Estados Unidos. Se a taxa de
endogamia confinuar constante, metade da diversidade genética da
cole¢cdo de soja serd perdida em 58 anos no conjunto génico do norte e, em
89 anos, no conjunto génico do sul dos Estados Unidos.

Marcadores moleculares vém sendo bastante utilizados como
ferramenta para estudo da variabilidade genética em plantas. ABDELNOOR et
al. (1995) avaliaram a diversidade genética em 38 variedades brasileiras de
soja, utilizando marcadores RAPD. Foram encontrados cinco subgrupos
distintos A1, A2, B1, B2 e B3, no nivel de 76% de distGncia genética relativa. Os
resultados estdo de acordo com o coeficiente de parentesco. As 14
variedades do grupo A apresentaram, pelo menos, 50% do conjunto génico
derivado da Pl 60406 e Tanloxi, ao passo que as 24 variedades do grupo B n&o
evidenciaram contribuicdo desses progenitores. No subgrupo B, composto de
14 varieades, frés ancestrais (Roanoke, Tokyo e Pl 54610) confribuiram com
pelo menos 37% do conjunto génico desse subgrupo. Todas as quatro
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variedades que compdem o subgrupo B2 apresentam a Pl 240664 como
ancestral comum. Quatro, das seis variedades que compdem o subgrupo B3,
apresentam a Pl 37335 como ancestral comum.

POWELL et al. (1996) utilizaram uma combina¢do de marcadores SSR
nucleares e de cloroplasto para investigar os niveis e padrées de variabilidade
detectados em gendtipos de G. max e G. soja. Numa andlise previamente
realizada em 700 gendtipos com 115 sondas de RFLP, foram detectados 12
acessos, que representam 92% da variablilidade desse conjunto génico. Esses
12 gendtipos, juntamente com outros 37 acessos de G. max e G. soja, foram
avaliados com 11 SSRs nucleares, que detectaram 129 alelos. Os 12 gendtipos
foram responsaveis por 40% da variabilidade alélica detectada com os SSRs.
Apesar de os SSRs serem, por natureza, multialélicos, os gendtipos se
agruparam de acordo com a espécie. Além dos 11 SSRs nucleares, dois SSRs
de cloroplastos, maternalmente transmitidos, identificaram um total de sete
haplétipos.

MAUGHAN et al. (1996) investigaram 23 acessos de soja cultivada e
sivestre pela técnica de AFLP. Foram utilizados 15 pares de primers, que
geraram 759 fragmentos, numa média de 51 fragmentos para cada par de
primer. Do total de fragmentos, 274 (36%) foram polimérficos. Desses, 127 (17%)
foram polimérficos em G. max e 237 (31%) em G. soja. O nUmero de
marcadores polimérficos detectados para cada par de primer variou de 9 a
27. A diversidade genética determinada por AFLP foi maior nos acessos
silvestres do que na soja cultivada. A andlise de agrupamento claramente
separou os acessos de G. soja dos de G. max. Dentro do grupo de G. max, as
variedades de soja cultivada se agruparam de forma mais densa,
demonstrando a pequena diversidade genética da soja cultivada.

O primeiro objetivo deste trabalho foi promover a integracéo do mapa
de AFLP de soja construido pela Monsanto (St. Louis, MO, EUA) com um mapa
de dominio pUblico desenvolvido pela University of Utah (Salt lake City, UT,
EUA). O segundo objetivo foi a identificag@o de QITLs para teores de dcidos
graxos em sementes de soja, utilizando-se marcadores AFLP. O terceiro
objetivo foi avaliar a diversidade genética de linhagens ndo-adaptadas e de
parentes silvestres da soja, por meio da técnica de AFLP.
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Os artigos que compdem esta tese sdo apresentados nas normas da
revista Genetics and Molecular Biology, publicada pela Sociedade Brasileira

de Genética.
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INTEGRAGAO DE MAPAS DE LIGAGAO EM SOJA UTILIZANDO MARCADORES AFLP
RESUMO

A cultura da soja € amplamente estudada em todo o mundo e requer
mapas genéticos que possam ser utilizados por varios grupos de pesquisa. A
integragdo de mapas genéticos possibilita o intercdmbio de informagdes entre
populagdes distintas, trazendo maior flexibilidade na utilizacdo dos mapas
genéticos no melhoramento. Este trabalho teve como objetivo a integracdo
do mapa de AFLP de soja construido pela Monsanto Company (St. Louis, MO,
EUA), desenvolvido a partir de uma populagdo de 92 individuos F; do
cruzamento interspecifico de HS-1 (Glycine max) X Pl 326581 (Glycine soja),
com um mapa de dominio publico desenvolvido pela Universidade de Utah
(Salt Lake City, UT, EUA). Este Ultimo mapa foi gerado com uma populagédo de
223 RILs (linhas recombinantes de autofecundagdo) oriundas do cruzamento
entre duas linhas ndo-adaptadas de soja, Minsoy e Noir 1. Ele possui 468
marcadores (279 RFLP, 166 SSR e 23 cldssicos), que cobrem 2.330 cM e contém
QTLs (loci de caracteristicas quantitativas) identificados para varios caracteres
agrondmicos de interesse. DNA de 88 RILs de Minsoy X Noir 1 foram
amplificados, utiizando-se a técnica de AFLP, com 41 pares de primers
empregados na constru¢cdo do mapa da Monsanto. Foram gerados 354
marcadores de AFLP, sendo 54 polimérficos também para o mapa da
Monsanto e utilizados como pontos de ancoramento para a integracd@o dos
dois mapas. Foi encontrada uma boa colinearidade entre ambos os mapas, o
que vai permitir a fransferéncia de informagdes entre o mapa de dominio
pUblico, Minsoy X Noir 1, e o mapa da Monsanto, HS-1 X Pl 326581.

Palavras-Chave: integracdo de mapas, mapa de ligacdo, AFLP, DNA e soja.



INTEGRATION OF TWO SOYBEAN LINKAGE MAPS USING AFLP TECHNOLOGY
ABSTRACT

Soybean is widely studied all over the world requiring flexible genetic
maps to be used by a great number of research groups. Map integration allows
exchange of information between distinct populations and provides a wider
range of utilization for genetic maps in plant breeding. The objective of this
study was to integrate an AFLP map developed by Monsanto Company (St.
Louis MO, USA) of 92 F; individuals of a interspecific cross HS-1 (Glycine max) X
Pl 326581 (Glycine soja) with a public map developed by the University of Utah.
This map was generated with 223 recombinant inbred lines from the cross of
two unadapted G.max lines Minsoy and Noir 1. It has 468 markers (279 RFLP, 166
SSR and 23 Classical markers) covering 2,330 cM with many quantitative trait
loci (QTLs) identified for many agronomic traits. DNA from 88 RILs from this
population were analyzed by the AFLP technique with 41 primer pairs also used
in the Monsanto map. Three hundred fifty four AFLP markers were generated
with 54 markers being also polymorphic with Monsanto map serving as anchor
points to merge the two maps. Good collinearity was found between the two
maps what will allow the transfer of information between the public map and
the Monsanto map.

Key Words: map integration, linkage map, AFLP, DNA and soybean.
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INTRODUGCAO

O avanc¢o das técnicas moleculares permitiv a obtengdo de grande
nimero de marcadores genéticos que exploram a variabilidade existente no
DNA, possibilitando a elaboragcdo de mapas genéticos detalhados para vérias
espécies vegetais. Os mapas genéticos podem ser utilizados pelos melhoristas
para o monitoramento de genes de infteresse para o programa de
melhoramento, por meio de selecdo assistida por marcadores. A cultura da
soja (Glycine max (L.) Merrill), que é amplamente estudada, requer mapas
genéticos que possam ser utilizados por diferentes grupos de pesquisa, visando
ao intercdmbio de informacdes.

Os mapas genéticos podem ser utilizados pelos melhoristas para
monitoramento de genes de interesse, numa selegcdo assistida por
marcadores, e também para clonagem de genes baseada em mapa, em
pesquisas na drea de genética molecular. Os mapas devem, também, possuir
marcadores cldssicos com fendtipos de facil detec¢c@o e grande nimero de
marcadores de DNA bem distribuidos por todo o genoma (Shoemaker e
Specht, 1995). A flexibilidade de um mapa vai depender da utilizacdo de
marcadores que possam ser empregados em outras populacdes diferentes da
populagdo utilizada para gerar o mapa. Essa flexibilidade ocorre em razéo da
diversidade genética dos progenitores utilizados para gerar o mapa. Mapas
com progenitores geneticamente bem distantes apresentam maior chance de
utilizag@o de seus marcadores em outras populagdes, se comparados com
mapas gerados com progenitores menos divergentes entre si. Outra
caracteristica bastante importante na flexibilidade de utilizagdo de
marcadores em outras populagdes diz respeito & prépria natureza do
marcador. Este pode ser polimérfico entre dois progenitores divergentes e ndo
apresentar polimorfismo em variedades-elite de interesse para o programa. O
ideal seria identificar marcadores com maior probabiidade de serem
polimorficos em uma grande extensGo do germoplasma (Shoemaker et al.,
1992).

Vdarios mapas genéticos de ligagdo, utilizandose marcadores
moleculares, foram desenvolvidos para a cultura da soja. Shoemaker e Olson
(1993) desenvolveram um mapa saturado numa populacdo de 60 individuos Fa
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do cruzamento da linhagem de G. max A81-356022 com o acesso de G. soja P!
468.916. Esse mapa contém 490 marcadores, como marcadores RFLP de
clones aleatérios e de genes conhecidos, marcadores RAPD, marcadores
isoenzimaticos e alguns marcadores classicos. Foram gerados 20 grupos de
ligacdo, que correspondem a uma dist@ncia de recombinagdo de quase
3.000 cM. Keim et al. (1997) construiram um mapa saturado de soja numa
populacdo de 300 linhagens recombinantes endogdmicas do cruzamento das
variedades BSR-101 X PI 437.4654. Primeiramente, foi construido um mapa-base
com 165 marcadores RFLP, utilizando-se toda a populagcdo de 300 individuos.
Quarenta e dois individuos foram empregados para a inclusdo de 650
marcadores AFLP. O mapa final apresentou 840 marcadores, sendo 165 RFLP,
650 AFLP e 25 RAPD, abrangendo 3.441 cM em 28 grupos de ligacdo.

Para aumentar a utilizacdo dos mapas genéticos, tem sido feito esforgo
no sentido de integrar os mapas existentes. A infegracdo de mapas permite a
troca de informacdes sobre a consisténcia dos grupos de ligagcdo e possibilita
a transferéncia de caracteristicas de interesse agrondmico mapeadas entre os
mapas. Shoemaker e Specht (1995) integraram o mapa genético cldssico da
soja com um mapa genético molecular desenvolvido por Shoemaker e Olson
(1993), o qual apresentava 350 marcadores RFLP e oito marcadores RAPD.
Perry Cregan (comunicac@o pessoal), utilizando marcadores SSR, realizou a
integragcdo de trés mapas genéticos de ligagdo desenvolvidos nos EUA:
USDA/Universidade de lowa, Universidade de Utah e Universidade de
Nebraska.

Este trabalho teve como objetivo a integracdo do mapa genético de
soja desenvolvido pela Monsanto (St. Louis, MO, EUA) com um mapa de
dominio pUblico desenvolvido pela Universidade de Utah (Salt Lake City, UT,
EUA), utilizando-se a tecnologia do AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) (Vos et al., 1995).
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MATERIAL E METODOS
Material genético

A integracdo de mapas envolveu um mapa desenvolvido pela
Monsanto (St. Louis, MO, EUA) com um mapa de dominio pUblico desenvolvido
pela Universidade de Utah (Salt Lake City, UT, EUA). O mapa da Monsanto é
oriundo de um cruzamento interespecifico dos gendtipos de soja HS-1 (G. max,
variedade comercial da Harfz Seeds Co, EUA) com a Pl 326581, que é um
acesso de G. soja. Foram utilizados 92 individuos F2, com 58 combinagdes de
primer, para gerar um mapa com 480 marcadores AFLP e 53 grupos de
ligacdo, cobrindo uma extensdo de 2.365 cM (Figura 1). O mapa de dominio
publico foi desenvolvido a partir de 223 RILs (Recombinant Inbred Lines)
originadas de 15 autofecundacdes, a partir da F;, do cruzamento entre os
gendtipos Minsoy (Pl 27890) X Noir 1 (Pl 290136), ambos G. max. O mapa
contém 468 marcadores (279 RFLP, 166 SSR e 23 Cldssicos), com 33 grupos de
ligacdo cobrindo uma extensdo de 2.330 cM (Figura 2). Diversas instituicoes de
pesquisa estdo avaliando esta populagdo quanto a vdrias caracteristicas
fenotipicas, como: dias para florescimento, dias para maturacao, altura de
planta, acamamento, produtividade, tamanho da semente e teor de dleo e
proteina da semente, dentre outras. Todos esses dados fenofipicos gerados,
aliados aos dados moleculares, vao possibilitar a identificacdo de grande
nimero de locos de caracteres quantitativos (QTLs) nessa populacdo, o que
vai ser de grande utiidade para os melhoristas de soja. O interesse da
Monsanto em integrar o seu mapa de AFLP com o mapa Minsoy X Noir 1 é
possibilitar a fransferéncia dos QTLs identificados.

Com base em valores fenofipicos (dados ndo-mostrados), 88 linhas
foram escolhidas na populagdo Minsoy X Noir 1, constituida de 223 RiLs para
serem analisadas pela técnica de AFLP.
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Figura 1 - Mapa genético de ligagdo desenvolvido pela Monsanto (St. Louis,
MO, EUA), derivado do cruzamento entre a HS-1 (Glycine max,
variedade comercial da Harfz Seeds Co, EUA) e a Pl 326581
(Glycine soja). Foram utilizados 92 individuos F» e 58 pares de
primers, que geraram um mapa com 480 marcadores AFLP e 52
grupos de ligagdo, cobrindo uma extenséo de 2.365 cM.
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Figura 2 - Mapa genético de ligagdo desenvolvido pela Universidade de

Utah (Salt Lake City, UT, EUA),

derivado do cruzamento de

Minsoy (Pl 27890) X Noir 1 (PI 290136), ambas Glycine max. Foram
utilizadas 223 RILs (Recombinant Inbred Lines), que geraram um
mapa com 468 marcadores (279 RFLP, 166 SSR e 23 Cldssicos) e
33 grupos de ligagdo, cobrindo uma extensdo de 2.330 cM.
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Isolamento e quantificagcGo de DNA

DNA das 88 RILs selecionadas foi extraido de acordo com o método do
CTAB, com modificacdes. Folhas jovens foram frituradas na presenca de N:
liquido para obter cerca de 300 mg de po, sendo este transferido para um
tubo de microcentrifuga de 2 mL. Foi adicionado ao pd um tampdo de
extragdo, pré-aquecido a 65 °C, contendo Tris-HCI 100 mM (pH 8), EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2% e 2-mercaptoetanol 1%. As proteinas foram
removidas com um volume de cloroférmio - dlcool isoamilico (24:1). O DNA foi
precipitado com um volume de isopropanol gelado, lavado com etanol 70%,
secado a vacuo e ressuspendido em tampdo TEo1 (Tris-HCl 10mM (pH 8,0) e
EDTA 0,1 mM). A concentragd@o das amostras de DNA foi estimada por meio
da comparagdo com padrdes de DNA de fago lédmbda em géis de agarose.

Reagdes de AFLP

Digest@o do DNA: duzentos e cinqgienta nanogramas de DNA de cada
amostra foram digeridos simultaneamente com cinco unidades de EcoR! e
Msel em 40 pl de tampd&o contendo Tris-acetato 10 mM (pH 7.5); acetato de
magnésio 10 mM; acetato de potdssio 50 mM; ditiotreitol 5 mM: e BSA
(albumina de soro bovino) 50 ng/pl, incubados por 3 h a 37°C.

Ligacdo: a ligagcdo dos adaptadores foi feita com a adi¢do de 10 ul de
uma solugdo contendo 5 pmoles de adaptador de EcoRl, 50 pmoles de
adaptador de Msel; uma unidade de T4 DNA-ligase; ATP 1 mM: Tris-acetato
10 mM (pH 7.5); acetato de magnésio 10 mM; acetato de potdssio 50 mM:
ditiotreitol 5§ mM; e BSA 50 ng/uL, incubados por 3 h a 37°C. Apés a ligacdo, a
mistura de reac¢ao foi diluida a 1:10 com TEo,.

Amplificacdo pré-seletiva: foi realizada com um par de primers
complementares a seqUéncia dos adaptadores acrescidos de um nucleotideo
selefivo, reduzindo em 16 vezes a complexidade dos fragmentos. Cinco
microlitros, da mistura diluida da restricdo/ligag¢do de cada amostra, foram
pré-amplificados em um volume final de 50 pL, contendo 50 ng dos primers de
EcoRl e Msel acrescidos de um nucleotideo seletivo; dNTPs 200 puM; uma
unidade de Taqg polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); MgClz 1,5 mM: e KCl
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50 mM. As reacdes de amplificacdo do DNA foram aplicadas no
termociclador Perkin-Elmer 9600 (Norwalk, CT, EUA). Os ciclos foram os
seguintes: 20 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por
60 segundos. Apos a amplificagcdo pré-seletiva, os produtos das reagdes foram
diluidos a 1:20 com TEo,1.

Amplificac@o seletiva: foi realzada com um par de primers

complementares & seqUéncia dos adaptadores acrescidos de trés
nucleotideos seletivos, reduzindo em 256 vezes a complexidade dos
fragmentos. Para amplificagdo seletiva, o primer seletivo de EcoR! foi marcado
na exiremidade 5', utilizando-se [y-3P] ATP. A reagcdo de marcagdo foi
composta de 50 pl, contendo 500 ng de primer de EcoRl com ftrés
nucleotideos seletivos; [y-3P] ATP 100 uCi; 10 unidades de T4 polinucleotideo
cinase; Tris-HCI 25 mM (pH 7.5); MgClz 10 mg; ditiotreitol 5 mM; e espermidina-
3HCI 0,5 mM. Cinco microlitros da mistura de amplificagdo pré-seletiva, diluida
a 1:20, foram amplificados num volume total de 20 pl, contendo 5 ng do
primer de EcoRl, marcado com frés nucleotideos seletivos; 30 ng de primer de
Msel com f1rés nucleotideos seletivos; dNTPs 0,2 mM; 0,4 unidades de Taq
polimerase; Tris-HCl 10 mM (pH 8,0); MgClz 1,5 mM; e KCI 50 mM. Os ciclos de
amplificacdo seletiva foram os seguintes: 12 ciclos de 94°C por 30 segundos,
65°C (-0,7°C/ciclo) por 30 segundos e 72°C for 60 segundos, até atingir a
temperatura étima de ligagdo dos primers de 56°C - Touchdown Cycle Profile
(Don et al., 1991).

O DNA das 88 RILs de Minsoy X Noir 1 foi amplificado pela técnica de
AFLP, com a utilizagao de 22 pares de primer também utilizados previamente
para construgdo do mapa da Monsanto, visando a identificacdo de bandas
polimadrficas nas duas populagdes, servindo como pontos de ancoramento
para integragcdo dos dois mapas. Posteriormente, foram ultilizados 19 pares de
primers nGo comuns ao mapa da Monsanto, apenas com o objetivo de saturar
© mapa Minsoy X Noir 1 com marcadores AFLP adicionais.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos da amplificagdo seletiva foram misturados com um volume
igual (20 ul) de tampédao contendo formamida 98%; EDTA 10mM: xileno cianol
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FF 1 mg/mL; e azul-de-bromofenol 1 mg/mL. As amostras foram, entdo,
desnaturadas a 95°C por cinco minutos e mantidas em gelo até serem
aplicadas no gel. Um microlitfro e meio de cada amostra foi aplicado em um
gel desnaturante de poliacriamida 4,5% (acrilamida:bisacriiamida 19:1, uréia
7.5 M e Tris-borato EDTA (TBE) 0,5x), utilizando-se a cuba de eletroforese
SequiGen de 38 x 50 cm (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA). Foram
utilizados dois pentes, de 48 dentes, para cada gel. Em cada pente foram
carregados os progenitores Minsoy e Noir 1 e um padrdo 10 BL, que mostra
uma banda de DNA a cada 10 pb entre 80 e 530 pb. A placa de vidro externa
ndo recebeu nenhum tratamento, e a placa de vidro interna foi coberta com
3 mL de Sigma cote para a ndo-aderéncia do gel. A eletroforese foi realizada
em TBE 1x, 130 W, 50°C por 1,5 h. Apds a elefroforese, as placas foram
separadas e o gel permaneceu ligado a placa de vidro externa, que ndo
recebeu nenhum tratamento. O gel foi fixado em papel 3MM, envolto por um
filme de plastico, secado a vacuo por 1 h a 70°C e exposto a um phosphor
screen por 20 h. Os screens foram digitalizados, usando-se o Storm System
(Molecular Dynamics, CA, EUA).

Scoring dos géis e andlise dos dados

As imagens geradas pelo Storm system foram convertidas para o
programa da Keygene (Wageningen, Holanda) para serem analisadas. Cada
imagem foi convertida em duas, gerando-se o gel da esquerda e o gel da
direita. Uma vez convertida a imagem, o primeiro procedimento foi a
definicdo das faixas, seguindo-se as curvas do gel, para que o programa
identificasse cada amostra. Cada faixa do gel foi nomeada de acordo com a
amostra aplicada. A préxima etapa foi a definicdo das bandas comuns para
definir a forma do gel. Uma vez definida a forma do gel, foi feito o scoring das
bandas polimérficas, sendo (+) para a presenga da banda, (-) para auséncia
da banda e (2) para falhas ou divida quanto ao scoring.

Foram utilizados dois pentes, de 48 dentes, para cada gel. Em cada
pente foram aplicados os progenitores Minsoy e Noir 1 e um padrdo 10 BL, que
mostrou uma banda a cada 10 pb, entre 80 e 530 pb. No pente da esquerda,

além dos progenitores e do padrdo 10 BL, foi carregada uma mistura de DNA
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de nove gendtipos de soja, chamada de pool universal. Este pool universal foi
utilizado no scoring dos géis, usando-se géis de referéncia, conforme descritos
nos paragrafos subsequentes.

Géis de referéncia: o mapa de AFLP construido pela Monsanto possui

marcadores que sdo designados pelo par de primers utilizado, seguido da
posicdo em que se enconitra no gel em relagdo ao total de marcadores
gerados, ex. M4150-08 (oitavo marcador gerado pelo par de primers E4]1 e
MS50). Este sistema de nomenclatura torna difici a identificacdo de
marcadores especificos em diferentes populagdes, impossibiitando a
utilizag&o deles em trabalhos de integragdo de mapas. Uma das maneiras de
solucionar esse problema foi padronizar cada marcador pelo seu tamanho em
pares de base, por meio do uso de géis de referéncia. Para isso, foi criado um
pool de DNA de nove gendtipos de soja, sendo oriundos do norte e sul dos EUA
com a presenca também de algumas Pls (infrodugdes ndo-adaptadas). Esse
pool & designado universal, pois gera grande parte das possiveis bandas da
cultura da soja. As bandas geradas pelo pool universal foram caracterizadas
pelo tamanho, em pares de base, utilizando-se para isso um DNA-padrdo, 10
BL, que apresenta bandas a cada 10 pb, com resolucdo entre 80 e 530 pb. Na
Figura 3, mostra-se um detalhe do scoring de um gel de referéncia. Géis de
AFLP de 256 pares de primers, cobrindo todas as possiveis combinacdes,
contendo DNA amplificado com os primers pré-seletivos ECoRI (+1)=A e Msel
(+1)=C (Tabela 1), foram gerados contendo: DNA-padrdo 10 BL, pool universal,
HS1 e PI 326581 (progenitores do mapa da Monsanto). As bandas produzidas
pelo pool universal foram caracterizadas pelo tamanho em pb por meio de
um alinhamento da imagem do DNA padrdo 10 BL do gel com uma imagem
computadorizada desse padrdo. As bandas polimérficas entre HS1 e Pl 326581
foram, entdo, caracterizadas pelo tamanho em pb. Por meio da comparacao
dos geéis de referéncia com os géis produzidos para gerar o mapa, todos os
marcadores foram caracterizados pelo tamanho em pb, possibiitando a
identificacdo deles em outras populagdes. Os géis de referéncia permitem a
determinacéo do tamanho, em pb, de marcadores de qualquer populacdo
segregante de soja, por meio do alinhamento do DNA-padrdo, 10 BL, do gel a
ser analisado com o DNA-padrdo do gel de referéncia, com o uso do
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Pool Universal

HS1
Marcador 10 BL
E /— Pl 326581

F-484 874<F>(2)
F-470.407<F>(2)

F-402.239<F>(2)
F-389.120<F> gl
2

F-381.948<F>
F-379.192<F>
F-359.835<F>(2)
F-348.370<F>
F-343 879<F>

F-330.864<F>
F-327.535<F>
F-325.149<F>
F-322.103<F>

NI NN

Figura 3 - Detalhe de um gel de referéncia mostrando uma regido entre 320
e 510 bp. Foram camregados da esquerda para a direita: o
marcador 10 BL, que mostra uma banda a cada 10 pb entre 80 e
530 pb; o pool universal, que é uma mistura de vdrios gendtipos de
soja; e os progenitores HS1 e Pl 326581, utilizados no mapa da
Monsanto. Foi feito o scoring de todas as bandas geradas de
acordo com o ftamanho, em pb.
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programa de computador Keygene. Uma vez dlinhadas as imagens, 0s
marcadores do gel de referéncia foram transferidos para o gel a ser analisado
e 0s marcadores comuns aos dois géis foram identificados, ficando
caracterizados por um nome universal oriundo do pool universal. Marcadores
com nome universal em pb permitem a sua identificacdo em diferentes
populacdes, possibiitando a integracdo de mapas e o estudo das
informagdes fornecidas pelos mapas.

Uma vez feito o scoring dos géis das 88 RILs de Minsoy X Noir 1,
utilizando-se os géis de referéncia, os dados foram exportados pelo programa
Keygene, que gerou uma matriz +/-. Os marcadores que apresentavam a
origem da banda de Minsoy receberam a letra M e os que exibiam a origem
da banda de Noir 1, a letra N. Apés a letra M ou N, vem o nUmero do primer
de EcoRl, seguido pelo primer de Msel e pelo tamanho do fragmento, em pb,
fornecido pelos géis de referéncia. Exemplificando, o marcador M4348266
significa uma banda originada de Minsoy, gerada pelo par de primers seletivos
E43 e M48 (Tabela 1), com o tamanho de 266 pb. A matriz +/- foi convertida
para uma matrizde A e B para ser utilizada pelos programas de mapeamento.
Os grupos de ligacdo foram determinados pelo programa MapMaker 3.0
(Lander et al., 1987), utilizando-se LOD 5,0. A ordem dos marcadores em cada
grupo de ligagdo foi determinada pelo programa JoinMap (Stam, 1993). Os
grupos de ligagcdo foram gerados graficamente pelo programa MapMaker
para Macintosh, usando-se a distancia de Kosambi.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 4, mosira-se o produto de 12 dos 256 pares de primers
utilizados nos géis de referéncia. Dos 256 pares de primers usados, foi realizado
o scoring de 41 daqgueles que foram empregados na amplificacdo das
linhagens recombinantes endogémicas (RILs) de Minsoy X Noir 1. Uma média
de 90 bandas foi gerada para cada par de primer, com uma variacdo de 53
até 156 bandas. Todas as bandas detectadas foram nomeadas de acordo
com o par de primer utilizado e o tamanho em pb. A inclusGo do pool universal
permitiu o scoring de inUmeras bandas ndo presentes nos progenitores HS1 e Pl
326581, demonstrando que a técnica de AFLP foi muito sensivel para a
detecgcdo de bandas oriundas de baixas concentragdes de DNA, visto que o
pool universal foi realizado com uma mistura do DNA de nove gendtipos
(Figura 3). E importante que os géis de referéncia contenham maior nUmero de
bandas possivel, visto que eles serdo utilizados para redlizar o scoring de géis
de outros experimentos, envolvendo outras populacoes.

Para identificacdo de marcadores comuns enfre © mapa da Monsanto
e o mapa Minsoy X Noir 1, foi necessario renomear os marcadores oriundos do
mapa da Monsanto, visto que apresentavam nomenclatura designada pelo
par de primer utilizado, seguido da posicdo em que se encontrava no gel.
Desse modo, ndo se podia saber ao certo se dois marcadores eram realmente
comuns aos dois mapas. As bandas polimérficas do mapa da Monsanto foram
Caracterizadas pelo tamanho em pb, por meio do alinhamento dos géis
produzidos para gerar o mapa com os géis de referéncia de 22 pares de
primers utilizados no mapa Minsoy x Noir 1. Na Figura 5, mostra-se o padrdo de
AFLP obtido com 88 RILs de Minsoy X Noir 1. Os marcadores oriundos desses 22
pares de primers foram renomeados de acordo com o par de primer utilizado
e o tamanho em pb, possibilitando a identificagcdo de marcadores comuns
entre o mapa da Monsanto e o mapa Minsoy X Noir 1.

A amplificagdo do DNA das 88 RILs de Minsoy X Noir com os 22 pares de
primers, comuns ao mapa da Monsanto, produziu um total de 151 marcadores,
O que representa uma média de 6,61 bandas polimérficas para cada par de
primer utilizado. Desses 151 marcadores, 54 foram comuns aos dois mapas,
sendo utilizados como pontos de ancoramento (Tabela 2).
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Faixas

| = 10BI
2=UpP

ity 3 = HS-1

4 = Pl 126581
5= 10BL
6=UP

7= HS-1

8 = Pl 326581
9= 108l
Ih=UP

Il = H5-1

12 = P1 326581
13 = 10BL
d4=UP

15 = HS-|

16 = Pl 326581
17 = 10BL

I8=UP
19=HS-|

20 = PI 326581
21 = 10BL
2=Upr

23 =HS-1

24 = P1 326581
25=10BL
26=UP

27 = HS-]

28 = P1 326581
29 = |0BL

W=up

W o= HS-1

32 = PI 326581
34 = 1081

M =1UP

35 = HS-1

36 =Pl 326581
17 = |08l

18 =UP

30 = HS5-1

40 = Pl 326581
41 = 10BL
i2=UP

43 = H5-1

44 = Pl 326581
45 = 1081

46 =UP

47 = HS-1

48 =Pl 3265581

Figura 4 - Gel de referéncia mostrando 12 dos 256 pares de primers de AFLP
ufilizados (Tabelal). Para cada par de primer, foi caregado um
padrdo 10 BL, que mostra uma banda a cada 10 pb entre 80 e 530
pb, e foram amplificados o DNA do pool universal e o dos
progenitores do mapa da Monsanto (Figura 1) HS1 e Pl 324581.
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Figura 5 - Padrdo de amplificagdo de DNA obtido pela técnica de AFLP
utilizando o par de primers E43M48 (ATA/CAC), para as linhagens
recombinantes endogdmicas (RILs) de Minsoy x Noir 1. As faixas do
gel estdo caracterizadas conforme a legenda & direita. O padrdo
10 BL, Minsoy e Noir 1 foram camegados nas faixas 25, 26 e 27,

respectivamente. Este par de primers produziu

12 bandas

polimdrficas, e o scoring foi feito, considerando-se a presenca da

banda = + e a auséncia da banda = -.
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Tabela 2

- Resultado da amplificagcédo das linhagens recombinantes
endogdmicas (RILs) de Minsoy x Noir 1 com 41 pares de primers
de AFLP. Foram utilizados 22 pares de primer comuns ao mapa
da Monsanto (Figura 1), que produziram 36% de bandas comuns
aos dois mapas. Dezenove pares de primers adicionais foram
utilizados para saturagdo do mapa Minsoy X Noir 1. Foram
detectados 2,2% de bandas segregando 3:1, com a indicagdo
de possiveis regides duplicadas no genoma

Total de N° Médio de Marcadores
N° de Especificagio Marcadores Marcadores Comuns ao Segregagao
Primers  dos Primers Obtidos para cada Par Mapa HS1 x 3:1
de Primer Pl 326581
Usados no

22 pares Mapa HS1x Pl 151 6,86 54 (36%) 5

326581

Extra, apenas

19 pares  Para saturacéo 211 11,10 . 3

do mapa
41 pares 362 8,82 54 (36%) 8 (2,2%)
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A identificacdo de 54 marcadores comuns, num total de 151
marcadores, representa 36% de marcadores comuns aos dois mapas.
Considerando que o mapa da Monsanto é interespecifico (G. max X G. soja) e
o mapa Minsoy X Noir 1 & intra-especifico (G. max X G. max), este resultado
estd de acordo com a integracdo de mapas realizada por Shoemaker e
Specht (1995), que encontraram 32% de marcadores de RFLP polimérficos
enfre uma populagdo de G. soja X G. max e uma populagdo de G. max X G.
max. Akkaya et al. (1995) comentaram que apenas 32% dos marcadores
foram polimérficos, segundo o trabalho de Shoemaker e Specht (1995), e
acreditavam que esse polimorfismo serd muito menor se a integracdo de
mapas envolver duas populagdes de G. max adaptadas, que apresentam
base genética estreita segundo Delannay et al. (1983). Uma alternativa para
contornar esse baixo nivel de polimorfiimo seria o uso de marcadores
microssatélites ou SSRs. As seqUéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sdo, geralmente, conservadas entre individuos da mesma
espécie, permitindo-se a selecdo de primers que irGdo gerar fragmentos em
todos os gendtipos. O alto nivel de alelismo dos microssatélites permite que
dado loco seja polimoérfico entre duas populagdes bem distintas ou até mesmo
em populacdes semelhantes oriundas de gendtipos de soja adaptados.

Além dos 22 pares de primers utilizados na integracdo dos mapas, o
DNA das 88 RILs de Minsoy X Noir 1 foi amplificado com mais 19 pares de
primers, com o objetivo de saturar o mapa Minsoy X Noir 1. Os 19 pares de
primers adicionais produziram 211 marcadores, 0 que representa uma média
de 11,1 bandas polimérficas para cada par de primer utilizado (Tabela 2).
No fotal, o DNA das 88 RILs de Minsoy X Noir 1 foi amplificado com 41 pares de
primers de AFLP, que produziram 362 marcadores, representando uma média
de 8,82 marcadores para cada par de primer.

Foram detectados oito marcadores (2,2%), com segregagdo do tipo 3:1,
que ndo foram incluidos no mapa de Minsoy X Noir 1. Considerando-se que a
populacdo de RILs de Minsoy X Noir 1 sofreu 10 autofecundacdes, o nivel de
heterozigose seria 1 - (%2)'° ~ 0,1 %. Portanto, esses 2,2% de marcadores com
segregacdo 3:1 podem estar detectando regides duplicadas no genoma que,
Por sua vez, também podem estar associadas & possivel origem tetrapléide da
soja (Shoemaker et al., 1996)
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O mapa original de Minsoy X Noir 1 (Figura 2) contém 468 marcadores,
sendo 279 RFLP, 166 SSR e 23 cldassicos, distribuidos em 33 grupos de ligacado,
que cobrem uma extensdo de 2.330 cM, com um nivel de saturacdo médio de
um marcador para cada 5 cM. A inclusdo de 354 marcadores de AFLP
provocou mudancga substancial no mapa original de Minsoy X Noir 1. O novo
mapa (Figura 6) contém 822 marcadores, cobrindo uma extensdo de 2.651
cM, com saturagdo média de um marcador para cada 3,2 cM. Esse novo
mapa apresentou uma melhor saturagdo do que o mapa descrito por Keim ef
al. (1997), o qual exibiu um marcador para cada 4 cM. Os marcadores de AFLP
incluidos no mapa Minsoy X Noir 1 apresentaram boa distribuicGo em relacao
aos marcadores SSR e RFLP, em todos os grupos de ligacdo. Foi notada, no
entanto, certa aglomeragdo de marcadores AFLP em algumas regides dos
grupos de ligacdo. Uma possivel explicacdo para essa distribuicdo
desuniforme pode ser devida ao fato de que tais regides exibem baixa
freqUéncia de recombinagdo, como centrdmeros. Desse modo, a inclusdo dos
marcadores AFLP provavelmente tenha permitido detalhamento fisico dos
grupos de ligagdo do mapa Minsoy X Noir 1, com a possivel identificacdo de
centromeros.

Os 54 marcadores de AFLP polimérficos entre a populacdo F, de HS1 e
Pl 326581, utilizada na construgdo do mapa da Monsanto, e a populacdo de
RILs de Minsoy X Noir 1, possibilitaram a integragc&o dos dois mapas. Vinte e
cinco grupos de ligagdo do mapa Minsoy X Noir 1 foram ligados a 27 grupos
de ligagdo do mapa da Monsanto (Figura 7). Ocorreram fusdes de grupos de
ligacdo em ambos os mapas, formando trés novos grupos de ligacdo no
mapa HS1 X Pl 326581 e um novo grupo de ligagdo no mapa Minsoy X Noir 1.
Na Figura 7A, mostra-se o novo grupo G21 de HS1 X Pl 326581 formado pela
fusGo dos grupos G29 e G50 ao G21 antigo, apresentando cinco pontos de
ancoramento com M X N U19. Na Figura 7R, observa-se o novo grupo G11 de
HS1 X Pl 326581 formado pela fusdo dos grupos G11 e G41, apresentando dois
pontos de ancoramento com M X N Ula. Na Figura 7U, mostra-se o novo grupo
G15 de HS1 X Pl 326581 formado pela fusGo dos grupos G15 e G27,
apresentando dois pontos de ancoramento com M X N Ul1. Ocorreu uma
fusGo de grupos de ligagcdo no mapa Minsoy X Noir 1. Na Figura 7P, mostra-se o
novo grupo M X N U28/U10b com a fusGo do grupo U28 com o grupo U10b,
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apresentando dois pontos de ancoramento com o grupo G30 de HS1 X PI
326581. No mapa HS1 X Pl 326581 foram realizadas tentativas de fusGo entre os
grupos G4 e G13 (Figura 7C), G18 e G44 (Figura 7K) e G25 e G32 (Figura 7M).
No entanto, a fusGo dos grupos excedeu o limite da freqléncia de
recombinagdo de 50%. Isso pode ser explicado pela auséncia de marcadores
adicionais que poderiam sustentar a fusdo dos grupos dentro do limite imposto,
pelo programa MapMaker, de 50% de recombinacdo. Também, foi tentada a
fusGo dos grupos Ulc e U30 (Figura 7F) e dos grupos U13 e U 15 (Figura 7G) do
mapa Minsoy X Noir 1, no entanto a fusGo dos grupos também excedeu o
limite de 50%.

No geral, houve boa colinearidade enfre os marcadores nos grupos de
ligagdo entre os dois mapas. Ocorreu apenas pequena falta de colinearidade
em relagdo ao marcador $3359350, como pode ser visto na Figura 7D. A
presenga desse marcador indica a possibilidade de fusdo dos grupos U2 e U7
do mapa Minsoy X Noir 1 e dos grupos G10 e G17 do mapa HS1 X Pl 324581.
Isso também pode ser explicado pela falta de marcadores adicionais que
poderiam provocar a fusdo desses grupos de ligagdo. Também, ndo pode ser
descartada a possibilidade desse marcador localizar-se no grupo G10, com a
inclusGo de marcadores adicionais ao mapa HS1 X Pl 326581. Nesse caso, ndo
haveria fusdo dos grupos de ligagcdo nos dois mapas.

A integracdo de mapas readlizada neste trabalho permitiv a fuséo de
grupos de ligagdo em ambos os mapas e vai permitir o posicionamento dos
locos de caracteres quantitativos (QTLs), mapeados em Minsoy X Noir 1
(Mansur et al., 1996), no mapa desenvolvido pela Monsanto, HS1 X Pl 326581 .
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IDENTIFICAGAO DE LOCOS DE CARACTERES QUANTITATIVOS (QTLs) PARA TEORES
DE ACIDOS GRAXOS EM SEMENTES DE SOJA UTILIZANDO MARCADORES AFLP

RESUMO

A fracGo dleo da semente de soja € composta dos dcidos graxos:
palmitico, estedrico, oléico, linolénico e linoléico. E sabido que os teores desses
Gcidos graxos apresentam heranga poligénica, o que dificulta a manipulacéo
genética dessas caracteristicas. Nesse caso, o uso de marcadores moleculares
pode auxiliar no entendimento da heranca dos teores desses dcidos graxos.
Este frabalho teve como objetivo o mapeamento de QTLs para teores de
Gcidos graxos em soja. Sementes de soja de 357 individuos de uma populagcdo
F2 do cruzamento entre uma linhagem de baixo teor de dcido linolénico,
BARC-12, e a variedade CAC-1 foram analisadas quanto ao teor dos cinco
acidos graxos (palmitico, estedrico, oléico, linolénico e linoléico) por meio de
cromatografia gasosa, usando-se um método ndo-destrutivo. Quinze sementes
com maiores € menores teores de cada dcido graxo foram selecionadas e
plantadas em casa de vegetagdo, sendo utilizados trifoliolos nao-expandidos
pPara a extragcdo de DNA. Um total de 89 plantas foram analisadas pela
técnica de AFLP. Trinta e cinco pares de primers foram utilizados, gerando-se
158 marcadores dominantes e 18 co-dominantes. Foram identificados QTLs
para todos os Gcidos graxos, ressaltando-se que um marcador co-dominante
explicou 50% da variacdo do teor de dcido linolénico. Linhas recombinantes
de autofecundagdo (RILs) estdo sendo desenvolvidas para esse cruzamento, o
que vai permitir realizar estudos mais detalhados sobre a heranca do teor de
Acidos graxos em sementes de soja.

Palavras-Chave: dcido graxo, QTLs, AFLP, DNA e soja.
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MAPPING QUANTITATIVE TRAIT LOCI (QTLs) FOR FATTY ACID COMPOSITION IN
SOYBEAN SEEDS USING AFLP MARKERS

ABSTRACT

Soybean seed oil fraction is composed by five fatty acids: palmitic,
stearic, oleic, linoleic and linolenic. The fatty acid content show a polygenic
inheritance making it difficult to manipulate these traits in breeding programs.
Molecular markers help to understand the inheritance of fatty acids content in
soybean seeds. The objective of this work was to map quantitative trait loci
(QTLs) for fatty acid composition in soybean seeds. Soybean seeds of 357 F,
individuals from a cross between the low linolenic line BARC-12 and the cultivar
CAC-1 were analyzed for the composition of palmitic, stearic, oleic, linoleic and
linolenic acids by the means of gas chromatography using a non destructive
method. Fifteen seeds with low and high-content for each fatty acid were
selected and planted in green house to generate a leaflet for DNA extraction.
A total of 89 plants were analyzed with the AFLP technique using 35 primer pairs
that produced 158 dominant and 18 co-dominant markers. It was possible to
identify QTLs for all fatty acids and one co-dominant marker explained 50% of
the variation for the content of linolenic. Recombinant inbred lines (RILs) are
being developed for this cross to allow more detailed studies about the
inheritance of fatty acid content in soybean seeds.

Key Words: fatty acid, QTLs, AFLP, DNA and soybean.
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INTRODUGAO

O mercado de soja estd cada vez mais especializado, requerendo
variedades modificadas para vdarias caracteristicas, como teor de dleo e
proteina, composic@o de dcidos graxos e teor de agucares solUveis, dentre
outras (Embrapa, 1998). Grande parte dos caracteres de interesse dos
programas de melhoramento é controlada por vdrios genes, sendo
considerada poligénica ou quantitativa. Tais caracteres sdo altamente
influenciados pelo ambiente e de dificil manipulagdo e compreens@o (Mansur
et al., 1996). Para a maioria dos caracteres quantitativos, pouco € conhecido
a respeito do nUmero, da localizagdo e das interacdes de genes que
confrolam a sua expressdo. A qualidade do dleo de soja é uma caracteristica
agrondmica de grande interesse atualmente nos programas de
melhoramento. Cinco acidos graxos compdem a fragdo dleo do gréo de soja:
palmitico, estedrico, oléico, linolénico e linoléico, cujos teores também
apresentam heranga poligénica. O melhoramento para caracteristicas
quantitativas é dificultado, uma vez que os efeitos dos genes individuais ndo
sdo facimente identificados (Dudley, 1993). O estudo dos locos que controlam
Caracteristicas quantitativas (QTLs), por meio da associacdo destes a
marcadores moleculares, possibilita a dissecacdo de caracteres complexos
Nos seus componentes genéticos individuais, possibilitando também lidar com
eles, com a eficacia de caracteristicas simples. O uso de mapas genéticos
obtidos com marcadores moleculares oferece a oportunidade de identificar,
mapear e quantificar o efeito dos QTLs. A detecgcdo de QTLs vai depender da
magnitude do efeito do QTL, do tamanho da populagdo estudada e da
freqUéncia de recombinacdo enfre o QTL e o marcador que depende da
saturagdo do mapa (Tanksley et al., 1989). Este frabalho teve como objetivo o
mapeamento de QTLs para teores de dcidos graxos no cruzamento entre a
linhagem de baixo teor de dcido linolénico, BARC-12, e a variedade CAC-1,
utilizando-se a técnica de AFLP (Vos et al., 1995).

52



MATERIAL E METODOS
Material genético e determinagdo de dcidos graxos

O mapeamento de QTLs para teores de dcidos graxos em sementes de
soja foi realizado numa populagdo F, do cruzamento de uma linhagem de
soja com baixo teor de linolénico (3,0%), BARC-12 (USDA-ARS at Beltsville, MD,
EUA), com a variedade CAC-1 (Cooperativa Agricola de Cotia, Cotia, SP), que
apresenta teores normais de linolénico (8,5%). Toda a populacdo F, de 357
individuos foi analisada quanto aos teores dos dcidos graxos que compdéem a
frac&o dleo do gréo de soja: palmitico, estedrico, oléico, linoléico e linolénico.
Por meio de um método ndo-destrutivo, 15 mg de cada semente F, foram
utilizados para extragdo lipidica seguida de transesterificacdo com 1 M de
metdxido de sédio. A fase organica foi exiraida com hexano, e 1 uL de cada
amostra foi utilizada para cromatografia gasosa. Foi utilizada uma coluna
carbowax de 30 m de comprimento e 0,32 cm de diGmetro interno, no
equipamento SHIMADZU 17A. Foi usado nitrogénio (1,1 mL/min) para fazer o
arraste dos acidos graxos.

A metodologia da genotipagem seletiva (Lander e Boftstein, 1989:
Darvasi e Soller, 1992), com modificacdes, foi utiizada para selecionar
individuos a serem avaliados pela técnica de AFLP. Esta técnica baseia-se no
fato de que a maioria da informagado sobre a ligagdo marcador-QTL vem dos
individuos com fendtipos extremos. Portanto, apenas os extremos da curva
normal sGo avaliados com marcadores moleculares. Foram selecionadas 15
sementes com os maiores teores e 15 sementes com os menores teores para
cada gcido graxo. Um total de 89 individuos foi selecionado, devido &
correlagcdo fenofipica entre os teores dos dAcidos graxos. Os individuos

selecionados foram analisados pela técnica de AFLP.
Isolamento e quantificagdo de DNA
As 89 sementes selecionadas foram plantadas em casa de vegetacado,

sendo coletadas folhas jovens de cada planta para extracdo de DNA,
segundo o método do CTAB, com modificagdes. Folhas jovens foram trituradas
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na presenga de Na liquido para obter cerca de 300 mg de pd, sendo este
transferido para um tubo de microcentrifuga de 2 mL. Foi adicionado ao pd
um tampdo de extragdo, preaquecido a 65°C, contendo Tris-HCI 100 mM (pH
8), EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2% e 2-mercaptoetanol 1%. As proteinas
foram removidas com um volume de cloroférmio - dlcool isoamilico (24:1). ©
DNA foi precipitado com um volume de isopropanol gelado, lavado com
etanol 70%, secado a vdacuo, ressuspendido em tampdo TEo, (Tris-HCI 10mM
(pH 8,0) e EDTA 0,1 mM). A concentracé@o das amostras de DNA foi estimada
por meio da comparagcdo com padrdes de DNA de fago ldmbda em géis de
agarose.

Reagoes de AFLP

Digestdo do DNA: duzentos e cingienta nanogramas de DNA de cada

amostra foram digeridos simultaneamente com cinco unidades de EcoRl e
Msel em 40 ul de tamp&o contendo Tris-acetato 10 mM (pH 7,5); acetato de
magnésio 10 mM; acetato de potdssio 50 mM; ditiotreitol 5 mM: e BSA
(albumina de soro bovino) 50 ng/pl, incubados por 3 h a 37°C.

Ligacdo: a ligagdo dos adaptadores foi feita com a adic@o de 10 ul de
uma solugGo contendo 5 pmoles de adaptador de EcoRl; 50 pmoles de
adaptador de Msel; uma unidade de T4 DNA-ligase; ATP 1 mM: Tris-acetato 10
MM (pH 7.5); acetato de magnésio 10 mM; acetato de potdssio 50 mM:
ditiofreitol 5 mM; e BSA 50 ng/uL, incubados por 3 h a 37°C. Apds a ligacdo, a
mistura de reagdo foi dilvida a 1:10 com TEo,.

Amplificacdo pré-seletiva: foi realizada com um par de primers

complementares & seqUéncia dos adaptadores acrescidos de um nucleotideo
seletivo, reduzindo em 16 vezes a complexidade dos fragmentos. Cinco
microlitros, da mistura diluida da restricdo/ligacdo de cada amostra, foram
pré-amplificados em um volume final de 50 pl, contendo 50 ng dos primers de
EcoRl e Msel acrescidos de um nucleotideo seletivo; dNTPs 200 uM; uma
unidade de Taq polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); MgClz 1,5 mM: e KCI 50
mM. As reacdes de amplificagdo do DNA foram aplicadas no termociclador
Perkin-Elmer 9600 (Norwalk, CT, EUA). Os ciclos foram os seguintes: 20 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos. Apds a
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amplificag@o pré-seletiva, os produtos das reacdes foram diluidos a 1:20 com
TEo..1.

Amplificacdo seletiva: foi redlizada com um par de primers

complementares & seqUéncia dos adaptadores acrescidos de trés
nucleotideos seletivos, reduzindo-se em 256 vezes a complexidade dos
fragmentos. Para amplificagdo seletiva, o primer seletivo de EcoRl foi marcado
na extremidade &', utilizando-se [y-*3P] ATP. A reagcdo de marcacdo foi
composta de 50 pl, contendo 500 ng de primer de EcoRl com {rés
nucleotideos seletivos; [y-*P] ATP 100 uCi; 10 unidades de T4 polinucleotideo
cinase; Tris-HCI 25 mM (pH 7,5); MgCl2 10 mg; ditiotreitol 5 mM; e espermidina-
3HCI 0,5 mM. Cinco microlitros da mistura de amplificac@o pre-seletiva, dilvida
a 1:20, foram amplificados num volume total de 20 pul, contendo 5 ng do
primer de EcoRl marcado com trés nucleotideos seletivos; 30 ng de primer de
Msel com trés nucleotideos seletivos; dNTPs 0,2 mM; 0,4 unidades de Tag
polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); MgCl2 1,5 mM; e KCI 50 mM. Os ciclos de
amplificagdo seletiva foram os seguintes: 12 ciclos de 94°C por 30 segundos,
65°C (-0,7°C/ciclo) por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, até atingir a
temperatura 6tima de ligacao dos primers de 56°C - Touchdown Cycle Profile
(Don et al., 1991).

Primeiramente, foi realizada uma avaliagdo do polimorfismo entre os
dois progenitores, BARC-12 e CAC-1, com 64 pares de primers. Destes, foram
selecionados 35 pares de primers mais polimérficos, que foram utilizados para
amplificag@o dos 89 individuos selecionados.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos da amplificagdo seletiva foram misturados com um volume
igual (20uL) de tamp&o contendo formamida 98%, EDTA 10mM, xileno cianol FF
1 mg/mL e azul-de-bromofenol 1 mg/mL. As amostras foram, entdo,
desnaturadas a 95°C por cinco minutos e mantidas em gelo até serem
aplicadas no gel. Um microlitro e meio de cada amostra foi aplicado em um
gel desnaturante de poliacrilamida 4,5% (acrilamida:bisacriiamida 19:1, uréia
7.5 M e Tris-borato EDTA (TBE) 0,5x), utilizando-se a cuba de eletroforese

SequiGen de 38 x 50 cm (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA). Foram
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utilizados dois pentes, de 48 dentes, para cada gel. Em cada pente foram
carregados os progenitores BARC-12 e CAC-1 e um padrdo 10 BL que mostra
uma banda de DNA a cada 10 pb, entre 80 e 530 pb. A placa de vidro
externa ndo recebeu nenhum tratamento, e a placa de vidro interna foi
coberta com 3 mL de Sigma cote para a ndo-aderéncia do gel. A eletroforese
foi realizada em TBE 1x, 130 W, 50°C por 1,5 h. Apds a eletroforese, as placas
foram separadas e o gel permaneceu ligado & placa de vidro externa, que
ndo recebeu nenhum tratamento. O gel foi fixado em papel 3 MM, envolto por
um filme de pldstico, secado a vécuo por 1 h a 70°C e exposto a um phosphor
screen por 20 h. Os screens foram digitalizados, usando-se o Storm System
(Molecular Dynamics, CA, EUA).

Scoring dos géis e andlise dos dados

As imagens geradas pelo Sform System foram convertidas para o
programa da Keygene (Wageningen, Holanda) para serem analisadas. Cada
imagem foi convertida em duas, gerando-se o gel da esquerda e o gel da
direifa. Uma vez convertida a imagem, o primeiro procedimento foi a
definicGo das faixas, seguindo-se as curvas do gel para que o programa
identificasse cada amostra. Cada faixa do gel foi nomeada de acordo com a
amostra carregada. A proxima etapa foi a definicdo das bandas comuns para
definir a forma do gel. Uma vez definida a forma do gel, foi feito o scoring das
bandas polimérficas, sendo (+) para a presenca da banda, () para a
auséncia da banda e (2) para falhas ou divida quanto ao scoring.

Feito o scoring dos géis, os dados foram exportados pelo programa
Keygene, gerando-se uma matriz +/-. Os marcadores que apresentavam a
origem da banda de BARC-12 receberam a lefra B e os que apresentavam a
origem da banda de CAC-1, a letra C. Apés a lefra B ou C, vinham os irés
nucleotideos seletivos do primer de EcoRl, seguidos dos rés nucleotideos
seletivos do primer de Msel e do tamanho do fragmento em pb.
Exemplificando, o marcador BACCCTA234 caracteriza uma banda originada
de BARC-12, gerada pelo par de primers seletivos EcoRl ACC e Msel CTA, com
o tamanho de 234 pb. A matriz +/- foi convertida para uma matriz de A B C,D
e H para ser utilizada pelos programas de mapeamento. As designagoes
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foram as seguintes: A= auséncia de banda para BARC-12, C= presenca de
banda para BARC-12, B= auséncia de banda para CAC-1 e D= presenca de
banda para CAC-1. Os marcadores co-dominantes receberam a seguinte
denominagdo: A= homozigoto para CAC-1, B= homozigoto para BARC-12 e H=
heterozigoto. Todos os marcadores co-dominantes receberam a letra H antes
do par de primers seletivos. Os grupos de ligacdo foram determinados pelo
programa MapMaker 3.0 (Lander et al., 1987), utilizando-se LOD 3,0. A ordem
dos marcadores em cada grupo de ligacdo foi determinada pelo programa
JoinMap (Stam, 1993). Os grupos de ligagao foram gerados graficamente pelo
programa MapMaker para Macintosh, utilizando-se a distncia de Kosambi
para conversao das freqiéncias de recombinagdo em centiMorgans (cM).

A identificagGo de marcadores associados aos teores de dcido graxo
foi realizada por meio de uma andlise de variancia simples entre as médias
dos teores dos dcidos graxos e os dados moleculares. A proporcdo da
variancia fenotipica explicada pela segregagéo de um marcador ligado a um
QIL foi determinada por uma andlise de regressao. A localizacdo dos QTLs nos
grupos de ligagdo foi determinada por meio do mapeamento por intervalo
(Lander e Botstein, 1989), utilizando-se o pico do valor de F como estimativa da
posicdo mais provavel do QTL. Os valores de signific@ncia (Foos e Foo1) foram
calculados para cada dcido graxo e para cada grupo de ligacdo, por meio
de permutacdes (Doerge e Churchill, 1996). Os efeitos aditivo (a) e dos desvios
de dominancia (d) foram calculados para os marcadores co-dominantes,
sendo corrigidos pela freqUiéncia de recombinacdo (r) entre o marcador e o
QTL (Edwards et al., 1987). O grau médio de dominancia foi determinado pela
razdo d/a. Todas as andlises envolvendo QILs foram feitas através do

programa Qgene, desenvolvido pela Universidade de Cornell (ithaca, NY,
EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Segregagdo dos teores de acido graxo

A populagdo F2 de 357 individuos foi analisada quanto aos teores dos
acidos graxos que compdem a fragdo dleo do grdo de soja: palmitico,
estedrico, oléico, linoléico e linolénico. Na Figura 1, mostra-se a distribuicdo dos
fendtipos em relacGo aos teores desses dGcidos, os quais apresentaram
distribuicGo normal, indicando que vdrios genes estdo envolvidos, o que
caracteriza uma heranga quantitativa. O teor de oléico, no entanto,
apresentou distribvicdo que diferiuv um pouco da distribuicdo normal. Os
progenitores BARC-12 e CAC-1 exibiram teores semelhantes para palmitico (9,9
e 10,3%, respectivamente) e estedrico (3,4 e 3,7%, respectivamente). A grande
maioria dos individuos da populagdo F, excedeu os progenitores BARC-12 e
CAC-1, quanto aos teores de palmitico e estedrico, caracterizando-se a
ocorréncia de segregacdo fransgressiva. Isso indica que os dois gendtipos
parentais apresentaram teores similares de palmitico e estedrico, por meio de
combinagdes génicas distintas. A ocorréncia de segregacdo transgressiva
também foi notada nos trabalhos de Mansur et al. (1993), Mansur et al. (1996),
Hnetkovsky et al. (1996) e Xiao et al. (1996). BARC-12 e CAC-] apresentaram
teores mediamente discrepantes para oléico (36,3 e 20,2%, respectivamente) e
linoléico (47,0 e 57,1%, respectivamente). Alguns individuos da populagdo F2
apresentaram teores que excediam aos dos progenitores BARC-12 e CAC-1,
quanto aos teores de oléico e linoléico. Em relacdo ao linolénico, os
progenitores BARC-12 e CAC-1 mostraram teores bastante contrastantes, visto
que BARC-12 € uma linhagem desenvolvida para baixo teor de linolénico
(3.4%), em contraste com CAC-1, que apresenta teores normais (8,4%). Poucos
individuos da populagdo F. exibiram valores que excediam ao dos
progenitores BARC-12 e CAC-1.

Na Tabela 1, apresentam-se os coeficientes de correlagdo fenofipica
dos teores dos cinco dcidos graxos na populacéo F, do cruzamento de BARC-
12 X CAC-1. Os valores absolutos acima de 0,148 sdo significativos no nivel de
0,01 de probabilidade. Os teores de oléico e estedrico apresentaram

correlagdo de -0,2471 e os de oléico e linolénico, correlacdo de - 0,3530. Os
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Figura 1 - Distribuicdo dos teores de cinco acidos graxos da populacdo F, do
cruzamento dos gendtipos de soja BARC-12 X CAC-1. Para cada

acido graxo sdo mostrados os valores dos progenitores BARC-12 e
CAC-I.
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Tabela 1 - Coeficientes de correlagdo fenotipica dos teores de dcidos graxos
em sementes de soja, na populacdo Fz do cruzamento de BARC-

12 X CAC-1
Palmitico  Estedrico Oléico Linoléico  Linolénico
Palmitico 1,0000
Estedrico 0,1236 1,0000
Oléico -0,1028 -0,2471 1,0000
Linoléico -0,0850 0,1550 -0,9460 1,0000
Linolénico 0,1421 0,1156 -0,3530 0,0916 1,0000

Valores absolutos acima de 0,148 sao significativos a 0,01 de probabilidade.

teores de oléico e linoléico apresentaram correlagdo de -0,94640. Esse alto
coeficiente de correlagcdo entre oléico e linoléico pode estar relacionado
a rota de biossintese desses dois acidos graxos, envolvendo a enzima
dessaturase de oléico, a qual adiciona dupla ligacé@o ao oléico (C18:1),
transformando-o em linoléico (C18:2).

Mapeamento de QTLs

A metodologia da genotipagem seletiva (Lander e Botstein, 1989:
Darvasi e Soller, 1992), com modificagdes, foi utilizada para selecionar os
individuos com fendtipos extremos da distribuicdo normal (Figura 1). Essa
metodologia baseia-se no fato de que a maior parte da informacé@o sobre a
ligagcdo marcador-QTL vem dos individuos extremos. Da populacdo Fa, de 357
individuos, foram selecionadas 15 sementes com os maiores teores e 15 com os
menores teores de cada dacido graxo. Os individuos, num total de 89, foram
selecionados, devido & correlagdo fenotipica entre os teores dos dcidos
graxos, e analisados pela técnica de AFLP.
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Para determinar quais os pares de primers de AFLP eram mais
polimarficos para a populagéo, foi realizada uma avaliagdo prévia incluindo
apenas os progenitores BARC-12 e CAC-1, mediante o emprego de é4 pares
de primers (Figura 2). Destes, foram selecionados 35 pares de primers mais
polimdrficos, para avaliagdo dos 89 individuos da populagdo F: (Figura 3). Os
35 pares de primers selecionados produziram um total de 194 bandas
polimorficas, sendo que apenas 11% delas apresentaram desvio da
segregacdo do tipo 3:1 (3 presencas : 1 auséncia da banda), confimada pelo
teste do qui-quadrado. A técnica de AFLP é essencialmente dominante, pois,
na grande maioria das vezes, o outro alelo ndo estd presente no mesmo gel.
No entanto, quando o outro alelo é identificado no mesmo gel, é possivel
realizar o scoring do marcador como co-dominante. O scoring das bandas
permitiv identificar, entre os 194 marcadores obtidos, 36 marcadores, que
puderam ser fransformados em 18 marcadores co-dominantes. Portanto,
foram identificados 158 marcadores dominantes e 18 co-dominantes,
totalizando-se 176 marcadores gerados pelos 35 pares de primers, o que
representa uma meédia de cinco marcadores para cada par de primer. A
média de cinco marcadores/par de primer ficou bem abaixo do valor
enconfrado por Keim et al. (1997), que obfiveram uma média de nove
marcadores/par de primer num cruzamento de BSRI01 X P|-437654. Isso,
provavelmente, ocorreu pelo fato de esses autores terem utilizado uma PI, que
por ser ndo-adaptada gerou uma populagdo com maior diversidade e,
conseqUentemente, maior nOmero de marcadores. BARC-12 e CAC-1 sdo
gendtipos adaptados que apresentam base genética mais reduzida
(Delannay et al., 1983) e, portanto, com menor polimorfismo.

Os 176 marcadores de AFLP foram utilizados para construir um mapa
genético de ligagdo para essa populagcdo, o qual cobriv uma disténcia de
recombinagdo de 1.476 cM, em 26 grupos de ligagdo. Um total de 21
marcadores permaneceu ndo ligado, e a distGncia média obtida entre dois
marcadores adjacentes foi de 9,5 cM. Essa baixa saturacdo foi devida ao
pequeno numero de marcadores utilizado para gerar o mapa.

Na Tabela 2, mostram-se os marcadores que apresentaram associacdo
significante com um QTL (P<0,01), correspondendo a um limite de F=4,48.

Foram encontradas associagdes marcador-QTLs para todos os dcido graxos.
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Figura 2 - Avaliag&o do polimorfismo entre os progenitores BARC-12 (& esquerdal)
e CAC-1 (& direita), utilizando-se 24 pares de primers de AFLP. As frés
primeiras lefras representam o primer seletivo (+3) de EcoRl, seguido
pelo primer seletivo (+3) de Msel. Os pares de primers que produziram
numero maior de bandas polimérficas, enfre os dois progenitores,
foram utilizados para avaliag@o da populagao F..
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I =224

2=230

3= 238
4= 243
5 =245
6=7251
1=282
8=253
0= 255

10=2%58
I =261
12 = 266
13= 269
14=272
I5=278
16 = 286
17=292
18=295
19 = 208
20 =306
21=313
22=318
23=119
24 = 320

25 = 10BL
26 = Barc-12
27 = CAC-1
B=2322
20 =326
W =129
1] = 33]
2=332
13 =133
=13
35 =135
b= 138
37 =340
38 =M1
30 = 342
40 =33
4] = 145
42 = 347
43 = 348
44 = 150
45 = 152
46 = 153
47 =155
48 = 356
49 = 157

Padrédo de amplificacGo de DNA obtido pela técnica de AFLP,
utilizando-se o par de primers ACC/CTA na populacdo F, do
cruzamento de BARC-12 X CAC-l1. As faixas do gel est@o
caracterizadas conforme a legenda a direita. O padrdo 10 BL, que
mostra uma banda a cada 10 pb entre 80 e 530 pb; BARC-12: e
CAC-1 foram camregados nas faixas 25, 26 e 27, respectivamente.
Esse par de primers produziu cinco bandas polimérficas, e o scoring
foi feito, considerando-se a presenga da banda = + e a quséncia da
banda = -
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Tabela 2 — Marcadores significativamente associados (P<0,01) aos teores dos
acidos graxos palmitico, estedrico, oléico, linoléico e linolénico na
populagdo F2 do cruzamento BARC-12 X CAC-1

Acido Graxo Marcador Grupo F R? P Médias dos Genétipos
B A H D Cc

BAACCTA144 3 6,49 0,131 0,00237 - 9,39 B - 10,21
BACTCAT209 3 7,76 0,154 0,00080 - 9,35 - - 10,23
BACACTC134 3 9,81 0,186 0,00015 - 9,28 - - 10,25
Palmitico BAACCTAD54 3 6,87 0,139 0,00172 - 9,39 - - 10,23
BAACCTT263 3 7,63 0,152 0,00090 - 9,34 - - 10,23
CACCCTA118 4 513 0,107 0,00786 10,57 B E 9,91 -
CACCCTC290 20 6,23 0,128 0,00298 10,65 - - 9,91 -
CAACCTG085 - 6,56 0,132 0,00223 9,44 - - 10,22 #
CACACATB14 4 6,76 0,136 0,00188 3,06 - = 3,31 -
Estearico  BAACCTT305 4 54 0,112 0,00618 - 335 - - 3N
CAACCTT294 5 7,58 0,154 0,00095 335 - E 3,08 -
BAACCAC135 8 s 0,152 0,00082 = 2,96 B - 3,26
Oléico BACTCTTO72 25 5,04 0,105 0,00852 - 31,99 - - 27,84

HAGCCTC480 17 5,03 0,108 0,00867 4849 5467 5269 - -

Linoléico BAACCTT166 17 7,51 0,150 0,00099 =% 6545 ' - 51,1
BACTCTTO072 25 5,08 0,106 0,00822 - 49,17 - - 53,07
CACCCTT194 4 71 0,142 000140 6,82 - S 561 L
CACCCAA415 4 6,87 0,139 0,00172 6,79 - 2 5,59 .

Linolénico BACTCTT110 16 8,15 0,161 0,00058 - 7,01 - 3 5,61
CAAGCTC115 20 8,91 0,175 0,00031 7,03 - - 56 -
BAGCCTG155 22 18,39 0,302 0 - 6,71 = - 523
HAGCCTG116 22 41,52 0,497 0 408 742 59 - -
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Palmitico: a andlise de vari@ncia (Tabela 2) indicou oito marcadores
associados significativamente ao teor de palmitico, sendo cinco marcadores
no grupo 3, um marcador nos grupos 4 e 20 e um marcador ndo ligado. O
marcador mais fortemente associado foi BACACTC134, que explicou 18,6% da
variagdo do teor de palmitico. O mapeamento por intervalo (Figura 4A)
identificou uma regi@o no grupo 3, situada entre os marcadores BAACCTA 144
e BAACCITT263, significativa a Foo. No grupo 4, foi detectada uma regiéo
situada entre os marcadores CACCCTA118 e CAACCTC257, significativa
apenas a Fops. O marcador CACCCTC290, localizado no grupo 20, n&o foi
detectado no mapeamento por intervalo.

Estedrico: a andlise de variancia (Tabela 2) indicou quatro marcadores
associados significativamente ao teor de estedrico, sendo dois marcadores no
grupo 4 e um nos grupos 5 e 8. O marcador mais fortemente associado foi
BAACCACI35, que explicou 15,2% da variacdo do teor de estedrico. O
mapeamento por intervalo (Figura 4B) identificou uma regido no grupo 4,
situada entre os marcadores CACACAT614 e BAAGCATIS0, significativa
apenas a Foos. © marcador BAACCAC135 localizado no grupo 8 e o marcador
CAACCTT294 localizado no grupo 5 ndo foram detectados no mapeamento
por intervalo.

Oléico: a andlise de variGneia (Tabela 2) detectou o marcador
BACTCTT072, localizado no grupo 25, associado significativamente ao teor de
oléico. Esse marcador explicou 10,5% da variagdo do teor de oléico. O
mapeamento por intervalo ndo detectou regides significativamente
associadas ao teor deste acido.

Linoléico: a andlise de variancia (Tabela 2) indicou trés marcadores
associados significativamente ao teor de linoléico, sendo dois no grupo 17 e
um no grupo 25. O marcador mais fortemente associado foi BAACCTT1 66, que
explicou 15% da variacdo do teor de linoléico. O mapeamento por intervalo
(Figura 4C) identificou uma regido no grupo 17, situada entre os marcadores
HAGCCTC480 e BAACCITTI 66, significativa para Foor. O marcador BACTCTI072,
localizado no grupo 25, ndo foi detectado no mapeamento por intervalo.

Linolénico: a andlise de variancia (Tabela 2) mostrou seis marcadores
associados significativamente ao teor de linolénico, sendo dois nos grupos 4
e 22 e um nos grupos 16 e 20. O marcador mais fortemente associado foi
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Figura 4 - Mapeamento por intervalo para os teores de palmitico, estedrico,
linoléico e linolénico. O pico do valor de F indica a provavel
localizaggo do QIL. Foor € Foos foram calculados por meio de
permutacdes (Doerge e Churchill, 1996).
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HAGCCTG116, que explicou 49,7% da variacdo do teor de linolénico. O
mapeamento por intervalo (Figura 4D) identificou uma regiG@o no grupo 16,
proxima ao marcador BACTCTT110, significativa apenas para Foes. No grupo 20
foi detectada uma regi@do com um pico no marcador CAAGCTCI115,
significativa apenas para Fos. No grupo 22 foi detectada uma regi@o com um
pico no marcador BAGCCTG155, altamente significativa para o teor de
linolénico. Os marcadores CACCCTT194 e CACCCAA 415, localizados no
grupo 4, ndo foram detectados no mapeamento por intervalo. Foi realizada
uma andlise de regressdo multipla para os marcadores associados ao teor de
linolénico, revelando ndo existir efeito epistatico entre eles, pois a inclusdo de
um novo marcador ao modelo ndo alterou o valor do R2 explicado.

Os QTLs mais significativos foram detectados para linolénico. Isso pode
ser devido ao fato de que os progenitores BARC-12 e CAC-1 s@o bastante
confrastantes quanto a esta caracteristica, o que possibilitou selecionar
individuos bastante divergentes (Figura 1). Gesteira (1997), analisando
sementes de soja quanto ao teor de linolénico, nesse mesmo cruzamento
demonstrou que a heranca do teor deste Gcido é controlada por dois genes
de efeito maior e também por genes de efeito menor. O pequeno nimero de
genes envolvidos no teor de linolénico também pode explicar os QTLs de
grande efeito associados a esse dcido, nesse cruzamento. Os progenitores
BARC-12 e CAC-1 apresentaram teores bastante similares em relacdo a
palmitico e estedrico e pouco discrepantes em relagdo ao linoléico (Figura 1),
ficando os individuos selecionados pouco contrastantes com relacao a tais
caracteristicas, o que diminui o poder de detec¢do de QTLs. Quanto ao teor
de oléico, os progenitores apresentaram valores discrepantes (Figura 1), no
entanto apenas um marcador de pequeno efeito (Tabela 2) foi encontrado
associado a essa caracteristica. Isso pode ser explicado pela grande influéncia
da temperatura no teor de oléico (Moraes, 1999), o que indica heranca
bastante complexa, dificultando a identificagdo de QTLs mais significativos
para esta caracteristica.

Os efeitos aditivo (a) e dos desvios de dominancia (d) foram calculados
para os marcadores co-dominantes (Tabela 3). O marcador HAGCCTG116
possui efeito aditivo bastante acentuado para o teor de linolénico, visto que a

raz&o d/a foi de apenas 0,09, indicando haver auséncia de dominancia neste
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Tabela 3 - Efeitos genéticos de QTLs associados aos acidos graxos linoléico e
linolénico na populag¢do F2 do cruzamento de BARC-12 X CAC-1

Acido Marcador Grupo F R? P Médias dos Gendtipos Efeitos
Graxo Genéticos
B A H a d d/a

Linoléico HAGCCTC480 17 503 0,108 000867 4849 5467 5269 367 157 043

Linolénico HAGCCTG116 22 41,52 0,497 0 408 742 59 167 015 0,09

loco. Os valores corrigidos de d e a para este marcador foram os proprios
valores obtidos das médias, pois o QTL se encontrava exatamente na posicdo
do marcador (Figura 4D). O marcador HAGCCTC480 mostrou dominancia
parcial quanto ao teor de linoléico, sendo a razdo d/a de 0,43, visto que os
alelos dominantes tendem a aumentar o teor de linoléico. Os valores de d e a
para este marcador foram corrigidos, pois o0 pico da atfividade de QIL se
encontrava no marcador BAACCTT166, situado a 8,1 cM do mesmo (Figura
4C).

A segregacdo fransgressiva foi confirmada pela ocorréncia de heran¢a
de alelos complementares para QTLs, oriundos dos dois progenitores. Os
marcadores CACCCTT194, CACCCAA415 e CAAGCTC115, oriundos do
progenitor de alto teor de linolénico (CAC-1), apresentaram alelos que
diminuiam o teor de linolénico (Tabela 2). Isso indica que o progenitor CAC-1,
apesar de possuir alto teor de linolénico, possui também alelos para baixo teor,
que ndo sGo detectados fenotipicamente. O mesmo foi também encontrado
para os marcadores CAACCTG085 quanto ao teor de palmitico:
CACACATé14 e BAACCTI30S, quanto ao teor de estedrico; e BACTCTI072,
quanto aos teores de oléico e linoléico. A ocorréncia de complementacdo
alélica em QTLs também foi notada por Xiao et al. (1996) e Lee et al. (1996).

A metodologia da genotipagem seletiva pode superestimar a variagdo
explicada pelo QTL, se comparada com a genotipagem da populacao inteira
(Darvasi e Soller, 1992). Neste trabalho foi selecionado um total de 30
individuos com fendtipos extremos para cada écido graxo (15 individuos com
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maior teor e 15 individuos com menor teor), totalizando 89 individuos
genofipados pela técnica de AFLP. Portanto, cada dcido graxo foi
representado por 30 individuos com fendtipos extremos e 59 individuos
aleatérios, considerando-se a baixa correlacdo geral entre os caracteres
(Tabela 1). Desse modo, espera-se que os marcadores obtidos ndo
apresentem desvios de segregagdo, o que foi confirmado pelo teste de qui-
quadrado, pois apenas 11% dos marcadores apresentaram desvios de
segregacdo do tipo 3:1 para os marcadores dominantes e 1:2:1 para os
marcadores co-dominantes. A genotipagem seletiva, embora tenha sido
utilizada para selecionar os individuos extremos para cada dcido graxo, ndo
deve estar superestimando a variagcdo explicada pelos QTLs detectados, visto
que os marcadores obtidos exibiram pequeno desvio de segregacdo.

Gesteira (1997), frabalhando com esse mesmo cruzamento de BARC-12
X CAC-1, andlisou a variéncia dos progenitores quanto ao teor de linolénico
em relagdo a distribuicGo da populagao Fa. Ele relatou que o controle do teor
de dcido linolénico é feito por dois genes maiores de efeito aditivo e também
por genes de efeito menor. Os resultados com marcadores AFLP obtidos neste
trabalho estGo, de certa forma, em concorda@ncia com os do referido autor,
pois indicam a existéncia de um gene maior de efeito aditivo identificado pelo
marcador HAGCCTG116, que explica 49,7% da variacdo do teor de linolénico.
Foram também detectados genes, com menor efeito, identificados nos grupos
de ligacdo 16 e 20 (Figura 4 D). O presente frabalho identificou QTLs para o
teor de linolénico em grupos de ligag&o com poucos marcadores (Figura 4 D),
o que dificultou determinar, com precisd@o, quantos locos estavam envolvidos
nesta caracteristica, visto que esses pequenos grupos de ligacdo podem-se
fundir entre si ou em grupos maiores, se mais marcadores forem adicionados a
esta populagdo. Apesar de terem sido identificados QTLs para todos os dcidos
graxos na referida populagdo, um maior nUmero de marcadores seria
necessario para gerar um mapa de ligagdo mais saturado e possibilitar uma
andlise mais precisa da heranca dos teores dos dAcidos graxos. Linhas
recombinantes de autofecundagdo (RILs) estdo sendo desenvolvidas para
esse cruzamento, o que vai permitir avaliar a consisténcia dos QTLs

encontrados em diferentes ambientes.
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DIVERSIDADE GENETICA EM ACESSOS DE Glycine soja E Glycine max
UTILIZANDO MARCADORES AFLP

RESUMO

A soja cultivada apresenta base genética estreita, devido ao fato de que
poucos ancestrais contribuiram para o germoplasma utilizado nos programas
de melhoramento. No entanto, o germoplasma da soja é muito extenso e
ainda ndo explorado. O objetivo deste frabalho foi avaliar a diversidade
genética presente em linhagens ndo-adaptadas e em parentes silvestres da
soja. Foram analisados 263 acessos de soja, sendo 31 Glycine soja, 10 Glycine
max adaptados e 222 Glycine max ndo-adaptados. Foram utilizados trés pares
de primers, que geraram 202 marcadores, demonstrando a grande resolucdo
da técnica de AFLP em estudos genéticos. Somente dois marcadores foram
monomérficos em todos os acessos, devido & grande variabilidade genética
presente nos acessos de G. soja. Os padrdes de AFLP foram utilizados para
gerar uma matriz de distancias genéticas de Nei e Li, que foi empregada para
realizar uma andlise multivariada. Os resultados indicaram que a soja cultivada
apresenta uma genética muito estreita e que existe uma grande diversidade
genética em materiais exéticos, que podem ser aproveitados em programas

de melhoramento.

Palavras-Chave: diversidade genética, parentes silvestres, AFLP e soja.
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GENETIC DIVERSITY OF WILD AND CULTIVATED SOYBEAN USING AFLP
TECHNOLOGY

ABSTRACT

Cultivated soybean has a narrow genetic base because few ancestors
contributed for most of the breeding programs germplasm. Nevertheless,
soybean has an extensive germplasm not yet explored (Delannay et al,, 1983).
In order to measure the genetic diversity present in non adapted and wild
relatives, 263 soybean accessions (31 Glycine soja, 10 adapted and 222
unadapted Glycine max) were evaluated using AFLP technique. Three primers
pairs generated 202 polymorphic markers showing a great discriminatory power
of AFLP in genetic investigations. Only two markers were monomorphic among
all accessions due to the great genetic diversity of the G. soja lines. AFLP
patterns were used to generate a Nei & Li genetic distance matrix what was
used to perform a multi-dimensional analysis. The results showed that cultivated
soybean has a narrow genetic base and a great amount of genetic diversity is
still present in exotic germplasm wich could be used as a source of variability in
breeding programs.

Key Words: genetic diversity, wild relatives, AFLP, DNA and soybean.
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INTRODUCAO

A soja atualmente cultivada possui base genética estreita devido ao
pequeno numero de ancestrais utilizados na formagdo de seu germoplasma-
ndcleo. Nos Estados Unidos da América, 10 ancestrais contribuiram com 80%
do germoplasma do norte e sete ancestrais com 70% do germoplasma do sul
(Delannay et al., 1983). Gidice et al. | 1993), utilizando coeficientes de
parentesco, concluiram que 25% da base genética da soja foi erodida dos
conjuntos génicos do norte e sul dos Estados Unidos. No Brasil, situac@o
semelhante foi observada: nove linhagens contribuiram com mais de 80% do
conjunto génico (Hiromoto e Vello, 1986).

Apesar da pequena base genética da soja atualmente cultivada, existe
ainda grande variabilidade genética nas populagdes silvestres. O
conhecimento da estrutura genética do germoplasma auxilia na escolha de
linhagens que possam ser utilizadas nos programas de melhoramento desta
Cultura. Marcadores moleculares se adequam perfeitamente ao estudo da
variabilidade genética existente no germoplasma e auxiliam na selecdo de
gendtipos contendo as caracteristicas desejadas dos programas de
melhoramento da soja. Abdelnoor et al. (1995) avaliaram a diversidade
genética em 38 variedades brasileiras de soja, utilizando marcadores RAPD,
com o objetivo de auxiliar os melhoristas na escolha de progenitores em
programas de melhoramento. Powell et al. (1996) empregaram uma
combinagdo de marcadores SSR nucleares e de cloroplasto para investigar os
niveis e padrdes de variabilidade detectados em gendtipos de Glycine max e
Glycine soja. Apesar de os SSRs serem, por natureza, multialélicos, os gendtipos
s agruparam de acordo com a espécie. Maughan et al. (1996) investigaram
23 acessos de soja cultivada e silvestre pela técnica de AFLP. A diversidade
genética determinada por AFLP foi maior nos acessos silvestres do que na soja
cultivada. A andlise de agrupamento claramente separou os acessos de G.
soja dos acessos de Glycine max. Dentro do grupo de G. max, as variedades
de soja cultivada se agruparam mais densamente, demonstrando a pequena
diversidade genética existente na soja cultivada.
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O objetivo deste frabalho foi avaliar a diversidade genética presente
em 263 acessos de soja, sendo 31 G. soja, 10 G. max adaptados e 222 G. max
ndo-adaptados, utilizando-se a técnica de AFLP (Vos et al., 1995).
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MATERIAL E METODOS

Material genético

Foi utilizado um total de 263 acessos de soja, envolvendo G. max
adaptados, G. max ndo-adaptados e G. soja (Tabela 1). Foram analisados 10
G. max adaptados, que eram linhagens ou variedades comerciais,
representando a soja atualmente cultivada: 222 Pls (infrodugdes) de G. max,
para refratar a variabilidade existente dentro da espécie da soja cultivada; e
31 G. soja, para representar a diversidade genética de uma espécie silvestre
proxima.

Isolamento e quantificagdo de DNA

Foram germinadas 10 sementes de cada acesso de soja em papel
germitest. As sementes de G. soja foram escarificadas para permitir
hidratacGo. Cada papel germitest, comrespondendo a cada acesso, foi
enrolado e colocado verticalmente dentro de um béquer, com uma Iamina
de dgua de 3 cm. Cada béquer, contendo 10 rolos, foi coberto com saco
plastico para evitar evaporacdo de agua. Apds 10 dias, um ftrifoliolo, nd&o
expandido de cada acesso, foi transferido para um microtubo de 1,6 mL,
previamente resfriado em gelo seco e triturado com um palito de madeira. O
trifoliolo tfriturado foi homogenizado com um mixer, na presenca de 200 ul de
tamp&o de extragdo composto de Tris-HCI (pH 8,0) 125 mM: EDTA 45 mM; NaCl
0,83 M; CTAB 0,83 %; sorbitol 0,15 M; sarcosil 0,83 %; e bissulfito de sédio 0,16 %.
Outros 500 ulL de tampdo de extragdo foram adicionados, sendo a mistura
incubada por 1 h a 65°C. As proteinas foram removidas com um volume de
cloroférmio - dlcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com um volume de
isopropanol gelado, lavado com etanol 70%, secado a vacuo, e ressuspendido
em tampdo TEo,: Tris-HCI (pH 8,0) 10mM e EDTA 0,1 mM. A concentracdo das
amostras de DNA foi estimada por meio da comparagcdo com padrdes de
DNA de fago Idmbda em géis de agarose.
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Tabela 1 - Lista dos 263 acessos de soja ufilizados na andlise da diversidade
genética e suas Classificagcdées quanto & espécie e & sua
adaptagdo. (s)=Glycine soja, (mn)=Glycine max ndo-adaptado e
(ma)=Glycine max adaptado

Nomedo s mn ma;Nomedo s mn ma'Nomedo s mn maNomedo s mn ma

Acesso ‘Acesso iAcesso iAcesso

PI65549  x PI 5461 X iPl123440 X IPI171454 X
PI135624  x Pl 54854 x  iPl132201 x  iPI171652 x
PI 163453  x Pl 64698 S RE x  IPI174854 X
PI245331  x {PI 65342 X IPI133226 X iPl174855 X
PI 3397358  x P 68679 x  iPl153263 X iPI174859 x
PI 3398718  x iPI 79739 x  iplI1sa2re x  iPl174861 x
PI342618A x {PI 79760 x  iPI153280 x  iPI174867 X
PI342621C x 'PI 80476 x  iPl153285 x  iPI175174 X
PI366121  x ‘Pl 81029 x  iPI153292 x  iP7st7y x
PI378602  x P 81041 x  iPI153 x  iPI175178 x
PI407020  x iPI 82264 X iPI154193 x  PI175179 x
P1407042  x Pl 82291 X ;PI 157404 X fpu 175185 X
PI407160  x Pl 82312 x  iPI157421 x  iPI175187 X
PI 407 x E:PI 82326 x  PI157435 x  iPI75192 x
PI407197  x iPI 84611 X iPI157440 x  iPI175196 x
PI407203  x Pl 84751 x  iPI157462 x  iPl175199 X
PI407211  x PI 85505 x  ipI1s7 x  iPl179935 X
PI407225  x {PI 86006 x  iPI157492 X iPl189885 x
PI407240  x 1Pl 86023 x  ipl150764 x  iPI189946 :
Pl 407246  x PI 86091-1 X E:Pl 159926 X EPI 192871 X
PI 407 x iP1 86103 X iPI161431A x  iPI192873 x
PI407282  x Pl 86490 X iPl165563 x  iPl19etes X
Pl 423988  x {PI 87059 X ;PI 165583 X iPI196168 X
PI423992  x Pl 87631-1 X iPI165914 x  iPl200508 X
PI424003  x ‘Pl 88289 x  iPI165926 x  iPI204337 x
Pl 424004A  x PI 88788 X iPI165947 x  iPI205085 X
PI424033  x 'PI 89008 x  iPl165989 x  iPI208429 X
Pl 464927A x ip1 80772 x  iPI166028 x  iPi20843s x
PI468916  x {PI 90763 x  PI166032 x  iPl208438 x
FC 03981  x P1 91102 x  iPl166048 x  iPl208439 X
FC31715  x Pl 917321 x  lprerar x  ipi209331 x
PI 32176 x  iPI103080 x  PI171429 x  PI209332 x
PI 54608-1 x Pl 103091 X iPI171438 x  iPI200578 x
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Tabela 1, Cont.

Nomedo s mn ma!Nomedo s mn ma;Nomedo s mn ma'Nomedo s mn ma

Acesso iAcesso iAcesso iAcesso

P1 209833 x  PI291325 X iPI374186 X iPI416868A x

Pl 212604 X iPi291331 x  ipiar7sra X iPl417020 x

PI 212605 X iPI295947 x  iPI378663 X iPI417091 x

PI 212716 x  iPI29594 x  iPlI378670A X iPl417138 X

Pl 215811 x  iPI303652 X iPI379550A X  iPl417140 x

PI 219698 x  iPI307836 X iPI3795508 x  iPI417290 X

PI 219732 x  iPl3o7ee1 x  iPi37essac x  iPlat7428 x

Pl 227327 x  iPI309658 x  iPlI379561 x  iPl423809 x

Pl 238109 x  iPI319525 x  PI381682 x  iPl423833B X

Pl 243516 X iPi323276 x  iPlaois77 x  iPi424024 x

Pl 243538 X iPI323550 x  iPI398643 x  iPl424078 x

Pl 243550 X iPI323s51 x  iPl3gses2 x  iPl4241828 X

Pl 247679 X IPI323555 X Epa 398720 x Pl 424326 X

Pl 248397 x  iPI323557 x  iPI1399077 X IPl424503 x

Pl 248400 x  iPI323s61 x  iPl4ot41s x  iPl427241 x

Pl 248409 x  iPI323564 X iPI404151 x  iPl428691 x

Pl 253656A x  iPI323569 x  IPI404156 x  iPl428692 X

PI 274453 x  iPI323574 x  iPl4ostes X iPl4soss? x

Pl 274454 x  iPI323575 X iPl404168 x  iPl458072A X

Pl 274456 x  iPI323579 x  iPl4041798 X iPeking %

Pl 279648 X  iPI339734 X Pl 404185 X iProlina X
Pl 284873 X IPI342438 X iPI404189 X IH5050 X
P1 2901168 X iPi34s308 X iPl4oste4 X iHs- x
PI 290120 X Pl 360844 X ipl4os1es x  IHs-2 x
Pl 290123A X iPI361080 x  iPl407653 X iMinsoy x

P1 290136 x  iPl365426 x PI 407658C X fArcher X

PI 290148 x  iPI371611 X iPl407729 X H5545RR X
Pl 291272 x  iPI374154 x  ipl407730 X iWiliams X
PI 291275 x  iPl37atse x  iPlao7810 x  icxars x
PI 291278 x  iPI374165 X Pl 407960A x  icxaas x
PI 291309C x  iPI374170 X iPI408251 x K111 x
PI 291312 x  iPI374176 X iPl4082608 X IResnick x
PI 291318 x  iPI374181 X Pl416762 g =
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Reagdes de AFLP

Digestdo do DNA: duzentos e cinglenta nanogramas de DNA de cada

amostra foram digeridos simultaneamente com cinco unidades de EcoRl e
Msel em 40 ul de tamp&o contendo Tris-acetato 10 mM (pH 7.5), acetato de
magnésio 10 mM, acetato de potdssio 50 mM, ditiotreitol 5 mM e BSA
(albumina de soro bovino) 50 ng/ul, incubados por 3 h a 37°C.

Ligacdo: a ligagdo dos adaptadores foi feita com a adicdo de 10 ulL de
uma solugdo contendo 5 pmoles de adaptador de EcoRl, 50 pmoles de
adaptador de Msel, uma unidade de T4 DNA-ligase, ATP 1 mM, Tris-acetato 10
MM (pH 7.5), acetato de magnésio 10 mM, acetato de potdassio 50 mM,
ditiotreitol 5 mM e BSA 50 ng/uL, incubados por 3 h a 37°C. Ap6s a ligacao, a

mistura de reagao foi dilvida a 1:10 com TEo,1.

AmplificacGo pré-seletiva: foi realizada com um par de primers
complementares & seqUéncia dos adaptadores acrescidos de um nucleotideo
selefivo, reduzindo-se em 16 vezes g complexidade dos fragmentos. Cinco
microlitros da mistura diluida da restricdo/ligagcd@o de cada amostra foram pré-
amplificados em um volume final de 50 ul, contendo 50 ng dos primers de
EcoRl e Msel, acrescidos de um nucleotideo selefivo; dNTPs 200 uM: uma
unidade de Taqg polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); MgClz 1,5 mM: e KCI 50
mM. As reagdes de amplificacdo do DNA foram aplicadas no termociclador
Perkin-Elmer 9600 (Norwalk, CT, EUA). Os ciclos foram os seguintes: 20 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos. Apds a
amplificag@o pré-seletiva, os produtos das reacoes foram diluidos a 1:20, com
TEo,1.

AmplificacGo _seletiva: foi redlizada com um par de primers

complementares & seqUéncia dos adaptadores acrescidos de trés
nucleotideos seletivos, reduzindo-se em 256 vezes a complexidade dos
fragmentos. Para amplificagdo seletiva, o primer seletivo de EcoRl foi marcado
na extremidade &', utilizando-se [y-P] ATP. A reacdo de marcagdo foi
composta de 50 ul, contendo 500 ng de primer de EcoRl com trés
nucleotideos seletivos; [y-33P] ATP 100 nCi; 10 unidades de T4 polinucleotideo
cinase; Tris-HCI 25 mM (pH 7.5); MgCl2 10 mg; ditiotreitol 5 mM; e espermidina-
3HCI 0,5 mM. Cinco microlitros da mistura de amplificagcdo pré-seletiva diluidos
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a 1:20 foram amplificados num volume total de 20 uL, contendo 5 ng do primer
de EcoRl marcado com trés nucleotideos seletivos; 30 ng de primer de Msel
com ftrés nucleotideos seletivos: dNTPs 0.2 mM; 0,4 unidades de Taqg polimerase:
Tris-HCIl 10 mM (pH 8,0); MgClz 1,5 mM: e KCI 50 mM. Os ciclos de amplificacdo
seletiva foram os seguintes: 12 ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C
(-0.7°C/ciclo) por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, até atingir a
temperatura 6tima de ligacdo dos primers de 56°C - Touchdown Cycle Profile
(Don et al., 1991).

Os 263 acessos de soja foram analisados pela técnica de AFLP,
utilizando-se trés pares de primers seletivos: EcoRI/Msel - AAC/CGA, AAG/CTC
e AAT/CTC.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos da amplificacéo seletiva foram misturados com um volume
igual (20uL) de tampéo contendo formamida 98%, EDTA 10 mM, xileno cianol
FF-1 mg/mL e azul-de-bromofenol 1 mg/mL. As amostras foram, entao,
desnaturadas a 95°C por cinco minutos e mantidas em gelo até serem
aplicadas no gel. Um microlitro e meio de cada amostra foi aplicado em um
gel desnaturante de poliacriiamida 4.5% (acrilamida:bisacrilamida 19:1, uréia
7.5 M e Tris-borato EDTA (TBE) 0,5x), ufilizando-se a cuba de eletroforese
SequiGen de 38 x 50 cm (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA). Os
produtos da amplificacé@o dos 263 acessos foram carregados em trés géis,
designados GSA, GSB e GSC. Cada gel foi carregado com dois pentes, de 48
dentes cada, acrescentando-se uma amostra extra na lateral do pente. Em
cada pente foi caregado um padrGo 10 BL, que mostrava uma banda a
cada 10 pb, entre 80 e 530 pb, na faixa 25 e um gendtipo designado P1 na
faixa 26. A placa de vidro externa néo recebeu nenhum tratamento, e g placa
de vidro interna foi coberta com 3 mL de Sigma cote para a ndo-aderéncia
do gel. A elefroforese foi realizada em TBE 1x, 130 W e 50°C por 1,5 h. Apds a
eletroforese, as placas foram separadas e o gel permaneceu ligado & placa
de vidro externa, que ndo recebeu nenhum tratamento. O gel foi fixado em
pPapel 3 MM, envolto por um filme de plastico, secado a vacuo por 1 h a 70°C
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e exposto a um phosphor screen por 20 h. Os screens foram digitalizados,

usando-se o Storm System (Molecular Dynamics, CA, EUA).

Scoring dos géis e andlise dos dados

As imagens geradas pelo storm system foram convertidas para o
programa da Keygene (Wageningen, Holanda) para serem analisadas. Cada
imagem é convertida em duas, gerando-se o gel da esquerda e o gel da
direita. Portanto, seis imagens para cada par de primer foram geradas: GSA (L
e R), GSB (L e R) e GSC (L e R). Uma vez convertida a imagem, o primeiro
procedimento foi a definigdo das faixas, seguindo-se as curvas do gel, para
que o programa identificasse cada amostra. Cada faixa do gel foi nomeada
de acordo com a amostra carregada. A préxima etapa foi a definicdo das
bandas comuns para definir a forma do gel. Uma vez definida a forma do gel,
foi feito o scoring das bandas polimérficas, sendo (+) para a presenca da
banda, (-) para a auséncia da banda e (2) para falhas ou duvida quanto ao
scoring. A primeira imagem ao ser feito o scoring foi a GSA-L. A imagem GSA-R
foi, entdo, alinhada com a imagem GSA-L, por meio do padrGo 10 BL
carregado na faixa 25 e do P1 na faixa 26. Com o alinhamento das imagens,
foi possivel copiar os marcadores da imagem GSA-L para a imagem GSA-R,
para que 0 mesmo loco pudesse ser analisado com as amostras do gel GSA-R.
Seguindo-se 0 mesmo procedimento, a imagem GSB-L foi alinhada com a
imagem GSA-L para copiar os marcadores oriundos desta. Tal procedimento
foi realizado até a Ultima imagem GSC-R, e dessa forma todas as 263 amostras
foram analisadas para os mesmos locos. A presenga dos acessos de G. soja na
imagem GSA-L minimizou bastante o aparecimento de novos marcadores nas
outras imagens, evitando-se que eles tivessem que ser copiados de volta para
todas as outras imagens.

Uma vez feito o scoring dos géis, os dados foram exportados pelo
programa Keygene, gerando-se uma matriz +/-, que foi convertida numa
matriz 0/1. O programa NTSYS 1.8 (Rohlf, 1993) foi utilizado para gerar uma
matriz de distGncias genéticas, segundo a definicGo de similaridade
Sij=2a/(2a+b+c) proposta por Nei e Li (1979). Sij € a similaridade entre dois
individuos i e j, sendo a o niUmero de bandas presentes emi e j; b, o nUmero de
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bandas presentes em i e ausentes em j; e ¢, 0 nUmero de bandas presentes
em j e ausentes em i. Essa definicdo de similaridade ndo considera as bandas
ausentes em ambos os individuos, visto que auséncia miUtua ndo pode ser
atribuida a uma mesma causa. O peso 2 para presenga da banda em ambos
os individuos permite uma melhor diferenciag&o entre individuos com um
pequeno indice de similaridade. Foi gerada uma matriz de dissimilaridade de
acordo com a férmula Dij=1-Sjj, que foi utilizada com o procedimento
CORRESP do programa SAS, para visualizar a dispersdo dos individuos em
relacd@o a trés principais eixos de variagdo (SAS Institute, 1989).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica do AFLP foi utilizada para amplificar o DNA de 263 acessos de
soja, sendo 10 G. max adaptados, que sdo linhagens ou variedades
comerciais, representando a soja atualmente cultivada; 222 Pls (introducdes)
de G. max, para retratar a variabilidade dentro da espécie da soja cultivada;
e 31 G. soja, para avaliar a diversidade genética de uma espécie silvestre
proxima. A técnica de AFLP demonstrou-se bastante poderosa na detecgcdo
da alta variabilidade entre os acessos. Foram utilizados apenas frés primers
seletivos (+3) de AFLP, que geraram 202 bandas polimdrficas, representando
uma média de 67 bandas polimérficas para cada primer. Na Figura 1, mostra-
se o padr@o de amplificagdo obtido com o par de primers ACC/CAC, que
produziu 72 bandas polimérficas. Para analisar os 263 acessos, foi necessario
carregar trés géis, gerando-se seis imagens a serem analisadas para cada par
de primers. As 31 G. soja foram incluidas na primeira metade do primeiro gel
(GSA-L), j& prevendo a alta variabilidade genética nesses acessos. Essa grande
variabilidade foi comprovada pela detecgcdo de um alto nivel de polimorfismo
entre os acessos de G. soja. A maioria das bandas polimérficas utilizadas na
avaliac@o dos 263 acessos foi originada dos acessos de G. soja. Uma vez feito
o scoring da primeira imagem (GSA-L), as bandas obtidas foram copiadas
para as demais imagens, para que todos os 263 acessos fossem avaliados.

Foi gerada uma matriz de 0 e 1 (dado ndo mostrado) com 263 colunas,
representando o niUmero de acessos e 202 linhas, representando o numero de
bandas polimérficas obtidas. Essa matriz foi utilizada para obtengdo dos
indices de dissimilaridade de Nei e Li enfre os 263 acessos avaliados. A
definicdo de similaridade de Nei e Li foi escolhida, devido ao alto nivel de
polimorfismo obtido com a técnica de AFLP. A férmula de Nei e Li supervaloriza
a presenca da banda para ambos os individuos e desconsidera a auséncia
muUtua de bandas. Desse modo, essa fungdo permite uma melhor
diferenciacdo entre individuos com pequeno indice de similaridade. Na
Tabela 2, mostram-se as médias e os desvios da média dos indices de
dissimilaridade de Nei e Li, para os 263 acessos avaliados. Os acessos de
Glycine soja apresentaram o maior valor médio de dissimilaridade (0,58),
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Figura 1 - Padrdo de amplificagdo de DNA obtido pela técnica de AFLP,
mostrando-se 48 dos 263 acessos de soja analisados. O padrdo 10 BL,
que mostra uma banda a cada 10 pb entre 80 e 530 pb, e P1 foram
carregados nas faixas 25 e 26, respectivamente. Esse par de primers,
ACC/CAC, gerou 73 bandas polimoérficas enfre os acessos, e o
scoring foi feito, considerando-se a presenga da banda = + e @

auséncia da banda = -.
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Tabela 2 - Valores de média e dos desvios da média para os indices de
dissimilaridade de Nei e Li para os 31 acessos de Glycine soja, 222
acessos ndo-adaptados de Glycine max e 10 Glycine max

adaptados
G. soja G. max Nao- G. max Geral
Adaptados Adaptados
N° de acessos 31 222 10 263
Média 0,58 0,43 0,29 0,45
Desvio-padrao 0,16 0,11 0,10 0,12

demostrando a alta variabilidade nessa espécie. Os acessos ndo-adaptados
de G. max apresentaram valor médio de dissimilaridade de 0,43. Os gendtipos
adaptados de G. max exibiram o menor valor médio de dissimilaridade (0,29),
indicando que a soja cultivada moderna apresenta pequena base genética,
como demonstrado pelos trabalhos de Delannay et al. (1983) e Gizlice et al.
(1993).

A matriz de dissimilaridade foi utilizada para agrupar os acessos, usando-
se o método UPGMA (unweighted pair-group method with an arithmetic
average). O fenograma resultante (dado ndo mostrado) indicou uma
separacdo distinta entre os acessos. Os gendtipos adaptados de G. max se
agruparam com pequenas disténcias genéticas, ao passo que 0s acesssos de
G. soja se agruparam isoladamente com grandes distGncias genéticas e os
acessos de G. max ndo-adaptados formaram um grupo intermedidrio. No
entanto, o fenograma obtido ndo permitiv vizualizagdo mais detalhada,
devido ao fato de esse ser muito grande. Portanto, foi realizada uma andlise
de correspondéncia multipla, que organiza os acessos em relagdo a frés
principais eixos de variagdo. Na Figura 2, mostra-se a dispersdo tridimensional
da variabiidade encontrada nos acessos de soja avaliados. Os gendtipos
adaptados de G. max formaram uma pequena aglomeragdo, estando
cercados por uma camada de G. max ndo-adaptados, que por sua vez estao
circundados bem externamente pelos acessos de Glycine soja. A dispersao
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- Glycine max nao-adaptados
. Glycine soja
[ Givcine max adaptados

Figura 2 - Grdfico tridimensional derivado da andlise de correspondéncia
mUltipla dos 263 acessos de soja avaliados pela técnica de AFLP.
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tridimensional mostra claramente a pequena base genética da soja cultivada
atualmente em relacdo & grande variabilidade ainda presente em acessos
ndo adaptados, principalmente nos acessos de G. soja. Isso indica que este
germoplama exético pode fornecer variabilidade genética para os programas
de melhoramento de soja. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de
acordo com o trabalho de Maughan et al. (1996), que demonstraram a
pequena base genética da soja cultivada em relagdo a acessos ndo-
adptados de G. max e G. soja.

Tendo em vista a grande erosd@o genética resultante de varios anos de
melhoramento e objetivando utilizar a grande variabilidade em materiais
exoticos, Tanksley e Nelson (1996) propuseram uma metodologia denominada
andlise de QTLs em refrocruzamentos avangados, como um método para
transferir QTLs de valor do germoplasma exdtico para linhagens-elite de
melhoramento. Tanksley et al. (1996), utilizando a metodologia da andlise de
QTLs em retrocruzamentos avancados, obtiveram linhagens de tomate com
alelos oriundos de um progenitor exético de fruto pequeno, que provocaram
aumento de 15% no tamanho de fruto em relag@o a um tomate comercial.
Essa nova metodologia demonstrou a grande utilidade dos marcadores
moleculares como uma ferramenta que permite entender melhor os
componentes genéticos envolvidos em caracteristicas complexas,
possibilitando monitorar tais caracteristicas de forma mais eficiente e rapida,
no desenvolvimento de linhagens-elite em programas de melhoramento.

O presente trabalho demonstrou que AFLP € uma técnica simples,
rapida e poderosa, pois detecta varios locos polimdrficos com apenas um par
de primers, se adequando perfeitamente a estudos de diversidade genética.
Os resultados obtidos neste trabalho indicaram a pequena base genética da
soja cultivada e podem ser de grande utilidade na escolha de progenitores,
visando aproveitar a grande diversidade genética, presente nos materiais
exoéticos, em programas de melhoramento da cultura da soja.
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2. RESUMO E CONCLUSOES

A utlizacdo de marcadores moleculares em programas de
melhoramento de culturas, como a soja, auxilia no monitoramento de genes
de interesse e possibilita avaliar a variabilidade genética nas varias etapas do
programa de melhoramento. Marcadores AFLP sdo bastante polimorficos e
apropriados para uso em culturas de base genética estreita como a soja.

O primeiro objetivo deste trabalho foi a integracdo do mapa de AFLP
de soja construido pela Monsanto Company (St. Louis, MO, EUA), a partir de
uma populagdo de 92 individuos F2 do cruzamento de HS-1 X PI-326581
(Glycine soja), com um mapa de dominio publico desenvolvido pela
Universidade de Utah (Salt lake City, UT, EUA). Esse mapa foi gerado com uma
populacdo de 223 RILs (linhas recombinantes de autofecundacdo) oriundas
do cruzamento de duas linhas ndo-adaptadas de soja, Minsoy e Noir 1. O
mapa possui 468 marcadores (279 RFLP, 166 SSR e 23 cldssicos), que cobrem
2.330 cM e contém QILs (loci de caracteristicas quantitativas) identificados
para varios caracteres agrondmicos de interesse. DNA de 88 RILs foi
amplificado, utilizando-se a técnica de AFLP, com 41 pares de primers,
utilizados também no mapa da Monsanto.

Foram gerados 354 marcadores de AFLP, sendo 54 polimérficos também
para o mapa da Monsanto e utilizados como pontos de ancoramento para a
integracdo dos dois mapas. Foi encontrada uma colinearidade entre os dois
mapas, permitindo-se a transferéncia de informagdes do mapa de dominio
pUblico, Minsoy X Noir 1, para o mapa da Monsanto, HS-1 X PI-326581.
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O segundo objetivo do presente trabalho foi a identificacdo de QILs
para teores de dcidos graxos em soja, utilizando-se marcadores AFLP.
Sementes de soja de 382 individuos de uma populagdo F2 do cruzamento da
linhagem de baixo teor de écido linolénico, BARC-12, com a variedade CAC-]
foram analisadas para o teor dos dcidos graxos palmitico, estedrico, oléico,
linolénico e linoléico por meio de cromatografia gasosa, usando-se um
método ndo destrutivo.

Quinze sementes com maiores € menores teores de cada acido graxo
foram selecionadas e plantadas em casa de vegetagdo, sendo utilizados
trifoliolos ndo expandidos para a extracdo de DNA. Um total de 89 plantas foi
analisado pela técnica de AFLP. Trinta e cinco combinagdes de primers foram
utilizadas, gerando-se 158 marcadores dominantes e 18 co-dominantes. Foram
identificados QTLs para todos os dcidos graxos, ressaltando-se que um
marcador co-dominante explicou 50% da variagdo do teor de dcido
linolénico. Linhas recombinantes de autofecundacdo (RILs) estGo sendo
desenvolvidas para esse cruzamento, o que vai permitir realizar estudos mais
detalhados sobre a heranca do teor de acidos graxos em sementes de soja.

O terceiro objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética
em 263 acessos de soja, sendo 31 Glycine soja, 10 Glycine max adaptados e
222 Glycine max ndo-adaptados, utilizando-se a técnica de AFLP.

Foram utilizados trés pares de primers, que geraram 202 marcadores,
demonstrando o grande polimorfismo da técnica de AFLP para estudos
genéticos. Somente dois marcadores foram monomorficos em todos os
acessos, devido a grande variabilidade genética presente nos acessos de G.
soja. Os padroes de AFLP foram utilizados para gerar uma matriz de distancias
genéticas de Nei e Li, que foi utilizada para realizar uma andlise multivariada.

Os resultados indicaram que a soja cultivada apresenta base genética
muito estreita e que existe grande diversidade genética em materiais exoticos,

que podem ser aproveitados em programas de melhoramento.
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