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RESUMO

RIBEIRO, Carlos Alexandre Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2011Caracterizagédo molecular de cultivares de soja por meio de um
sistema de genotipagem fluorescente utilizando marcadores microssatélites
com cauda estendida universalOrientador Everaldo Goncalves de Barros. Co-
orientadores: Pedro Ivo Vieira Good God e Francismar Correa Marcelino

O desenvolvimento de sistemas de identificagédo molecular para determinar
e rastrear a identidade genética de um cultivar representa um grande desafio ao
sistema de protecao utilizado no pais, até entdo fundamentado em descritores
fenotipicos. A identificacdo de cultivares de soja é feita atualmente no Brasil com
base em 30 descritores morfolégicos. Marcadores moleculares do tipo
microssatélite sdo largamente utilizados para fins de determinacdo da diversidade
genética, paternidade, analises de pureza varietal e mapeamento genético.
Algumas variagbes da técnica de genotipagem convencional por microssatélite
vém sendo desenvolvidas com o objetivo de adequar a velocidade e automatizagao
de técnicas atuais, com qualidade de analise e baixo custo. Dentre elas, destaca-se
um sistema multiplex de genotipagem em sequenciadoraeoniatico de DNA,
que utilizaprimers com cauda estendida universal (PCEU). O presente trabalho
teve como objetivos padronizar um sistema reprodutivel de genotipagem
molecular semi-automatizado baseado na metodologia PCEU para a cultura da
soja, avaliar diferencas em relacdo ao sistema de genotipagem convencional, em
gel de poliacrilamida e caracterizar com o conjunto de marcadores selecionados,
30 cultivares de soja estimando suas frequéncias alélicas. Estes descritores
genotipicos podéo ser utilizados como ferramenta para a identificacdo de
cultivares e fornecer subsidios para a protecdo da propriedade intelectual,
determinacdo e comprovacdo de pureza variEtalam utilizados 30 cultivares
comerciais de soja avaliados com um grupo de 22 marcadores microssatélites ja
descritos na literatura. A genotipagem foi realizada em sequenciador semi-
automatico (PCEU) e em gel de poliacrilamida (convencional). Dentre os locos
analisados, 13 foram selecionados por apresentarem melhor perfil de
amplificagdo, menos produtetutter, e maior numero de alelos. O perfil alélico

de cada cultivar foi definido primeiramente em sistema tradicional de
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genotipagem por eletroforese em gel de poliacrilamida, e depois no sequenciador
semi-automatizado. Para a metodologia de genotipagem PCEU, o nimero total de
alelos encontrados foi de 50, variando de 2 (Satt045) a 7 (Satt005). O conteudo de
informac&o polimérfica (PIC) variou de 0,40 (Satt045) a 0,74 (Satt005) com
média de 0,62. Para a metodologia convencional o nimero de alelos encontrados
foi de 38 com uma variacdo de 2 (Satt045, Satt070 e AF162283) a 5 (Satt005)
alelos. O PIC apresentou uma faixa 0,39 (Satt045) a 0,67 (Satt079), com média de
0,56. Os valores de probabilidade de identidade ao acaso diferiram entre os
métodos, sendo <PO(PCEU) e <1d (Convencional). Apesar de diferencas
pontuais, observou-se alta correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade genética
entre os métodos (0,8026), e os grupos formados apresentaram também alta
similaridade e foram concordantes com dados fenotipicos de registro varietal e de
genealogia. Além da alta sensibilidade na deteccdo de alelos de tamanhos muito
proximos o método PCEU permitiu uma identificagdo mais criteriosa dos
artefatos de amplificacdo. Os grupos de marcadores selecionados em ambas as
metodologias permitiram distinguir todas as cultivares analisadas. O método
PCEU possui baixo custo quando comparado a técnicas comuns de marcacao por
fluorescéncia, além disso, sua alta precisao faz deste um método vantaj@so para
caracterizacdo de cultivares e determinacdo da pureza genética. O grupo de
marcadores analisados pode ser usado como um conjunto de descritores
genotipicos complementar aos descritores fenotipicos obrigatérios utilizados para
fim de protecédo de cultivares em testes de distinguibilidade.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Carlos Alexandre Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July
2011. Molecular characterization of soybean cultivars by a fluorescent
genotyping system using microsatellite markers with a universal tail
extension.Advisor: Everaldo Gongalves de Barr@o-advisors: Pedro Ivo Vieira
Good God and Francismar Correa Marcelino

The development of molecular identification systems to determine and
trace the genetic identity of a cultivar is a major challenge for the cultivar
protection system used in Brazil, which is based on phenotypic descriptors.
Identification of soybean cultivars in Brazil is currently based on 30
morphological descriptors. Microsatellite markers are widely used for
determination of genetic diversity, paternity tests, varietal purity and genetic
mapping. Some variations of the conventional technique for microsatellite
genotyping have been developed in order to match the speed and automation of
current techniques with quality and low cost. Among them, there is a multiplex
genotyping system in semi-automatic DNA sequencers, using universal tail
extended primers (UTEP). This study aimed to standardize a robust system of
semi-automatic molecular genotyping based on the UTEP methodology for
soybean identification, to evaluate differences between this method and the
conventional genotyping systeming polyacrylamide gel electrophoresis and to
characterize 30 soybean cultivars watlset of selected markers, estimating their
allelic frequencies. These descriptors can be used as genotypic tool for cultivar
identification and provide subsidies for the protection of intellectual property,
determination and testing of varietal purity. Thirty commercial soybean cultivars
were evaluated with a group of 22 microsatellite markers described in the
literature. Genotyping was performed arsemi-automatic sequencer (UTEP) or
by polyacrylamide gel electrophoresis (conventional). Among the loci analyzed,
13 were selected because they presented good amplification profiles, with few
stutter products, and a large number of alleles. The allelic profile of each cultivar
was first defined by the genotyping conventional system, and then by the semi-

automated sequencer. For the UTEP genotyping methodology, the total number of



alleles found was 50, ranging from 2 (Satt045) to 7 (Satt005). The polymorphic
information content (PIC) ranged from 0.40 (Satt045) to 0.74 (Satt005) with an
average of 0.62. For the conventional method the number of alleles found was 38
with a range of 2 (Satt045, Satt070 and AF162283) to 5 (Satt005) alleles. The PIC
had a range 0.39 (Satt045) to 0.67 (Satt079), with an average of 0.56. The values
of probability for random identity diffed between the methods being <10
(UTEP) and <1U (conventional). Despite slight differences, there was a high
correlation between genetic dissimilarity matrices obtained by the two methods
(0.8026), and the groups formed also showed high similarity among them and
they were coherent with the phenotypic data used for varietal registration and with
the genealogies of the cultivars. In addition to the high sensitivity for detection of
alleles of very close sizes, the UTEP method allowed a more accurate
identification of amplification artifacts. The marker selected for both methods
allowed the distinction of all cultivars analyzed. The UTEP method has a low cost
when compared to common techniques of fluorescence tagging, in addition, its
high accuracy makes this an advantageous method for cultivar characterization
and determination of genetic purity. The set of markers tested in this work can be
used as a set of genotype descriptors complementary to the phenotypic descriptors

already used for cultivar protectiomdistinctness tests.



INTRODUCAO

A capacidade de determinar a identidade genética de um cultivar é
fundamental para garantir a rastreabilidade de materiais ao longo da cadeia
produtiva e comercial, a pureza varietal nas etapas de certificacéo e, ainda, para
gerar descritores que permitem a protecao de cultivares.

A identificacdo genética pode ser conduzida com base em descritores
fenotipicos ou genotipicos. O uso de descritores fenotipicos pode estar sujeito a
limitacdes, dentre elas a identificacdo baseada em caracteristicas de heranca
genética quantitativa e, portanto, influenciadas pelas variagbes ambientais e
interacdo gendtipo com o ambiente (Collard et al., 2005; Brondani & Brondani,
2006). Além destes aspectos, marcadores morfologicos apresentam a desvantagem
de serem somente identificados, em sua maioria, na planta adulta. Na
identificagdo e quantificacdo da diversidade genética, o uso de caracteristicas
morfologicas, proteinas e isoenzimas apresentam limitacdes, principalmente no
que se refere ao numero insuficiente de marcadores disponiveis (Priolli et al.,
2002).

A distinguibilidade, requisito fundamental que compde os testes de DHE
(Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade) para a protecdo de um
cultivar, tem sido dificultada devido a alta similaridade fenotipica, cada vez mais
evidente, proporcionada pelo estreitamento da base genética de espécies
cultivadas, sobretudo em espécies autdgamas, como a soja (Priolli et al., 2004;
Vieira et al., 2000

Nos processos de certificacdo de sementes genéticas, a presenca de
sementes de outros cultivares em quantidade superior a tolerada, pode condenar
todo o lote de sementes (Moreira et al., 1999). Em muitos casos, a identificacédo
destas sementes é determinada por métodos subjetivos, que podem levar a erros e
davidas na distincdo entre os cultivares. Sendo assim, tanto para a protecao de
cultivares, quanto para a identificacdo correta de mistura varietal na produgéo de
sementes, descritores mais informativos e estaveis sdo necessarios, a fim de
diferenciar claramente os gendtipos (Schuster et al., 2004; Rabel et gl., 2010

Por outro lado, marcadores moleculares podem ser utilizados para
caracterizar o genétipo de um individuo a partir de amostras de células ou tecidos,

portanto, independente do estadio fisiologico da planta (Caixeta et al., 2010), além
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de possuirem um numero virtualmente ilimitado de polimorfismos distribuidos
aleatoriamente ao longo de todo o genoma (Borém & Caixeta, 2010).

No Brasil, desde a aprovacao da Lei de Protecdo de Cultivares - N° 9.456 -
25/04/1997, o pais passou a contar com um novo mecanismo legal para proteger
seus cultivares e, dessa forma, proteger o alto investimento destinado ao seu
desenvolvimento, de modo a evitar fraudes e apropriacdo indevida da propriedade
intelectual (Carvalho & Pessanha, 2001; Rodrigues et al., 2008).

A cultura da soja € de grande expressao para 0 agronegocio nacional,
sendo a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Ultimas trés décadas e
corresponde a 49% da &rea plantada de graos dBpRASIL, 2011). O aumento
da produtividade é atribuido, além de novas tecnologias de manejo e eficiéncia
dos produtores, aos grandes investimentos e ao desenvolvimento tecnoldgico, que
sao transferidos aos produtores via sementes de alta qualidade genética.

O Brasil é atualmente o segundo maior produtor de soja. Na safra 2009/10
foram produzidos 68,69 milhdes de toneladas do grdo em uma area de 23,47
milhdes de hectares. Para a safra 2l1@ producdo aumentou 6,35 milhdes de
toneladas (9,2%), atingindo o volume de 75,04 milhdes de toneladas, com um
incremento de area de 690 mil hectares (3%), superando os 23,47 milhdes de
hectares cultivados com soja no pais até o presente momento (CONAB, 2011).

Mais de 800 cultivares de soja estado hoje registrados junto ao Registro
Nacional de Cultivares (RNC), sendo 23 somente nos trés primeiros meses de
2011 e mais de 450 cultivares estao protegidos no Servico Nacional de protecao
de cultivares (SNPC) (BRASIL, 2011). Embora esse nUmero possa Ser expressivo,
verifica-se pouca variabilidade genética, devido principalmente ao fato de serem
originarios de um mesmo conjunto de poucos ancestrais. WYSMIERSKI (2010),
analisando um grupo de 444 cultivares brasilemogartir do coeficiente de
parentesco, confirmou que a base genética desses cultivares € constituida por 60
ancestrais, dos quais apenas quatro (CNS, S-100, Nanking e Tokyo)
correspondem a 55,26% de toda a base genética. Apesar do numero de ancestrais
no conjunto de cultivares produzidos em empresas publicas ser maior do que no
de cultivares de empresas privadas, ambas as instituicdes utilizam uma base
genética de alta similaridade.

A identificacdo de genotipos de soja € feita atualmente com base em 30

descritores morfologicos obrigatérios: coloracdo de flor, hipocatilo, hilo,
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tegumento, vagem e pubescéncia; densidade da pubescéncia na haste principal;
formato, intensidade da cor e rugosidade da folha; habito e tipo de crescimento;
grupo de maturidade relativa; transgenia; forma e tamanho predominante da
semente; cor e intensidade do brilho do tegumento; peso de 100 sementes; altura
da planta; ciclo vegetativo e ciclo total; reacdo a peroxidase; reacdo a pustula
bacteriana; rea¢do a mancha “olho de rd”; reacdo ao cancro da haste; reacdo a
necrose da haste; reacdo aos nematoides de galleb@dogyne javanica e
Meloidogyne incognita); e racdo ao nematodide de cisto (raca 3) (Vieira et al.,
2009; MAPA, 2011).

Além dos descritores obrigatorios, a identificacdo conta com
caracteristicas adicionais que envolvem, em sua maioria, reacdes a doengas como:
podriddo parda da haste, oidio, mancha alvo, virus do mosaico, nematéides de
galhas, nematdides de cisto, entre outras (MAPA, 2011). A utilizagcdo de técnicas
moleculares na obtencdo flegerprintings para a caracterizagdo de cultivares
sobretudo perfis alélicos provenientes de microssatélites, vem sendo aplicadas
para fins de protecdo pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos
(USDA) como evidéncia da singularidade de um novo cultivar (Diwan & Cregan,
1997). No Brasil, embora seja utilizada, a analise molecular ainda néo é
reconhecida como metodologia oficial no processo de protecdo de cultivares,
sendo este realizado apenas com base em caracteristicas fenotipicas.

O uso de marcadores moleculares no melhoramento de plantas vem se
tornando cada vez mais frequente. Marcadores moleculares do tipo microssatélite
sdo largamente utilizados para fins de determinacdo da diversidade genética,
paternidade, andlises de pureza varietal e mapeamento genético (Song et;al., 2004
Schuster et al., 2004/arshney et al., 2005Garcia et al., 2007). Embora seja
mMoroso e oneroso seu desenvolvimento inicial, sua utilizacdo € justificada por
apresentarem caracteristicas vantajosas para identificacdo de gendétipos, tais como
sua natureza multialélica, co-dominante, alto polimorfismo e ampla distribuicéo
no genoma, por serem extremamente conservados dentro da espécie, além da alta
reprodutibilidade, caracteristica fundamental para a sua aplicagcdo em diagnosticos
moleculares (Powell et al., 1996).

Existem disponiveis atualmente na literatura uma série de microssatélites

desenvolvidos para a cultura da soja, o que justifica a sua ampla utilizacdo em



diversos tipos de estudos (Cregan et al., 1994; Akkaya et al., 1995; Diwan &
Cregan, 1997; Cregan et al., 1999; Song et al.,)2004

As primeiras técnicas de analise de fragmentos de tamanhos relativamente
proximos foi aplicada em geéis de poliacrilamida desnaturante ou nao
desnaturante, corados com nitrato de prata ou brometo de etidio (Caixeta et al.,
2010). Porém, a técnica de eletroforese, apesar da grande utilidade, vem
gradativamente entrando em desuso para procedimentos de genotipagem,
sobretudo quando esta envolvido um grande nimero de marcadores e genotipos.
Esse fato se deve principalmente a exigéncia de consideravel prética de
laboratério, além de tempo, tanto nos procedimentos laboratoriais quanto na
analise dos dados. Metodologias semi-autormgtem sequenciadores, por outro
lado, permitem a avaliacdo de um maior numer@riers simultaneamente,
uma vez que estes podem ser marcados com diferentes fluorescéncias, com um
menor tempo de corrida, além da analise automatizada dos dados realizada por
softwares especificos (Dresler-Nurmi, 2000).

Técnicas semi-automaticas, por detextaos dados em analise com alta
precisao e maior praticidade (Lazaruk et al., 1998), proporcionam uma avaliacéo
mais criteriosa de artefatos de amplificacdo catutter, picos (+A/-A),dropout
de alelos, e desta forma reduzindo a probabilidade de determinacéo incorreta do
perfil de um gendtipo.

Com o advento de técnicas semi-automaticas para analise de fragmentos,
tornou-se bastante comum o us@deners marcados com fluorescéncia (6-FAM,

HEX, TET, NED, entre outros), que sado detectados em sequenciadores
automaticos de DNA que utilizam a eletroforese capilar. Apesar da notavel
praticidade desta técnica, a sintesguimers marcados com fluorescéncia ainda
possui um custo bastante elevado (5 a 10 vezes) quando comparado ao dos
primers ndo marcados (Hayden et al., 2088ruda et al., 2010), embora o0 seu
preco venha sendo gradativamente reduzido. Desta forma, novas metodologias
vém sendo desenvolvidas com o objetivo de adequar a velocidade e automatizacéo
do processo com qualidade de anélise e baixo custo.

Algumas variagcbes da técnica de genotipagem convencional por
microssatélite vém sendo desenvolvidas e dentre elas, merece destague uma
metodologia descrita inicialmente por OETTING et al. (1995), que envolve a

utilizacdo conjunta de trégrimers (primer forward, primer reverse e primer
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inespecifico marcado com fluorescéncia). Em um dos pares especificos, além da
sequéncia complementar, € também sintetizada uma cauda estendida em sua
extremidade 5°, com cerca de 20 nucleotideos, sem homologia com a regido de
anelamento dgrimer. O primer marcado com fluorescéncia possui sequéncia
igual a da cauda estendida, e, a partir dos primeiros ciclos de termociclagem, os
fragmentos amplificados da regido genémica de interesse, tornam-se detectaveis
devido a fluorescéncia incorporada pglomer inespecifico.

A grande vantagem desta metodologia € a necessidade de sintetizar apenas
um primer marcado para cada uma das fluorescén(@asAM, HEX, NED,

TET), que serdo usados nas combinacdes triplex, o que resulta em uma reducao
significativa no custo. Segundo HAYDEN et al. (2008), o custo deprimer

marcado pode ser de cinco a dez vezes o valgriders ndo marcados. Além

disso, em determinadas andlises genéticas, a avaliacdo de um loco pode nao passar
de algumas dezenas de vezes, 0 que inviabiliza a sintese glémemmarcado

com fluorescéncia para cada loco, jA que quando estocado por muito tempo, o
fluoréforo tende a perder intensidade de fluorescéncia (Missiaggia & Grattapaglia,
2009.

Eda técnica foi inicialmente descrita em estudos para avaliagdo de
genotipos em humanos (Oetting et al., 1995; Neilan et al., 1997; Schuelke, 2000).
Ha também relatos de sua utilizacdo com sucesso em trabalhos aplicados a
genotipagem animal, como € o0 caso da espécie de |&Rpatidarus argus (Diniz
et al., 2009) e dos anfibié®inella schneideri e Hypsiboas ranicepse (Arruda et
al., 2010), na genotipagem vegetal, para cultura do feijoeiro (Oblessuc et al.,
2009), damasco, cereja, cevada, trigo (Hayden et al.,, 2008) e eucalipto
(Missiaggia & Grattapaglia, 2006).

O presente trabalho teve como objetivo padronizar um sistema
reprodutivel de genotipagem molecular semi-automatizada baseado na
metodologia PCEURrimers com cauda estendida univejsphra a cultura da
soja, avaliar diferengcas em relagéo ao sistema de genotipagem convencional em
gel de poliacrilamida e caracterizar 30 cultivares de soja com o conjunto de
marcadores selecionados, estimando suas frequéncias alélicas. Estes descritores
genotipicos poderdo ser utilizados como ferramenta para a identificacdo de

cultivares e ampliar o rol de caracteristicas que diferenciam novos cultivares dos



demais existentes no mercado, além de fornecer subsidios para a prote¢cdo da
propriedade intelectual, determinacdo e comprovagéo de pureza varietal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, extracao e quantificacdo deNA

Foi utilizado um grupo de 30 cultivares comerciais de soja, desenvolvidos
por diferentes instituices publicas e privadas, sédo eles: BMX Magna RR; BRS
133; BRS 184; BRS 213; BRS 214; BRS 255 RR; BRS 256 RR; BRS 262; BRS
270 RR; BRS Charrua RR; BRS Gisele RR; BRS MG 850G RR; BRS Pampa RR;
BRS MT Pintado; BRS Valiosa RR; CD 202; CD 206; CD 213 RR; CD 214 RR;
CD 215; CD 217; CD 219 RR; CD 226 RR; CD 228; CD 229 RR; CD 237 RR;
CD 240 RR; MG/BR 46 Conquista; MSoy 7501; VmaXK( 7059 RR). Os
materiais foram cedidos pelo banco ativo de germoplasma da Embrapa Soja
Londrina, e por empresas privadas como a Brasmax, Coodetec, Monsanto e
Syngenta.

A extracdo do DNA gendmico das variedades de soja foi realizada
conforme protocolo descrito por MARCELINO et al. (2008), com pequenas
modificagbes, utilizando a resina Wizard® DNA Purification (Promega).
Cinquenta sementes de cada variedade foram trituradas para realizacdo da analise
em bulk. Foi retirado cerca de 200 mg da amostra e adicionado 1290 pL do
tampéao de extracdo (NaCl 150 mM; Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 2 mM pH
8,0; SDS 1 %), 150 uL de hidrocloreto de guanidina 5 M e 60 pL de Proteinase K
(20 mg/mL). ApoGs essa etapa, as amostras foram incubadas por aproximadamente
12 h a 55 °C sob agitacdo constariterca de 500 uL. do sobrenadante foram
misturados a 1 mL da resina Wizard (Promega), a solugéo foi aplicada a uma mini
coluna Wizard, e com o auxilio de uma bomba de vacuo promoveu-se uma leve
succdo facilitando a passagem do liquido através da coluna. Logo apds, foram
aplicados 2 mL de isopropanol 8% as colunas, que em seguida, foram
centrifugadas a 10.009 por 2 min para eliminar o isopropanol residual. Os
acidos nucléicos foram eluidos com 70 pL de agua MilliQ a 70 °C.

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada em espectrofotémetro, para
ajuste de sua concentracéo (Sambrook et al., 1989) e verificagao de sua qualidade

de acordo com parametros como razao da absorbancia nos comprimentos de onda
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260/280 nanbmetros, degradacdo e presenca de RNA. Apés a avaiagdo
quantificacdo, o DNA foi diluido em TE 0,1 M para a concentracdo de jtD ag/

armazenado a -20 °C até sua utilizacao.

2.2. Selegéo dogrimers

Foram selecionados 22 marcadores microssatélites cujas sequéncias estdo
disponiveis na literatura, de acordo com o numero de alelos por loco apresentado,
distribuicdo nos cromossomos, natureza da repeticéo e valor de PIC (Conteudo de
informacéo polimérfica) (Diwan & Cregan, 1997; Song et al., 1999; Priolli et al.,
2002; Song et al., 2004; Schuster et al., 2004; Garcia et al., 2007; Mimura et al.,
2007).0s marcadores pré-selecionados foram: AF162283, GMABAB, Sat 038,
Sat_085, Sat_105, Satt002, Satt005, Satt009, Satt038, Satt042, Satt045, Satt046,
Satt070, Satt079, Satt100, Sattl14, Sattl81, Satt216, Satt233, Satt431, Satt540,
Satt586. Aqueles que apresentaram melhor perfil de amplificagdo, menos
produtosstutter, maior niumero de alelos e melhor se adaptaram as condicdes
comuns da PCR, foram conduzidos para as etapas posteriores.

Os iniciadores foram sintetizados pela Prodimol Biotecnologia
(http://prodimol.com.br) com excegdo dg¥imers senso marcados com
fluorescéncia, que foram sintetizadas pela Applied Biosystems
(http://appliedbiosystems.com.br). As sequéncias dos marcadores estao
disponiveis no portal do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(http://bldg6.arsusda.gov/~pooley/soy/cregan/soymap.htm).

Fez-se o0 uso de um sistema multiplex, conforme descrito inicialmente por
OETTING et al. (1995), que contém trés tipospdieners distintos: umprimer
senso microssatélite que possui, além de sua sequéncia especifica, uma cauda de
17 pares de bases (pb) em sua extremidade 5°, com sequéncia idéntica a dos
primers universais comumente usados em biologia molecular, tais como M13
(GTAAAACGACGGCCAGT), T3 (ATTAACCCTCACTAAAG) e T7
(AATACGACTCACTATAG); um primer anti-senso microssatélite regular; e um
terceiroprimer senso, marcado com fluoréforo, com a mesma sequéncia da cauda
do primer senso (Figura 1). Durante as etapas iniciais da PQRn&r senso
microssatélite com a cauda estendida universal ira ancorar na regido genémica
flanqueadora do motivo repetitivo, promovendo a extensdo da fita. De modo

similar, ocorrera a@rimer microssatélite anti-senso, e ao final de alguns ciclos
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iniciais, o primer microssatélite anti-senso poderd ancorar em fitas recém
produzidas e sintetizar sequéncias complemestay molde da cauda estendida
universal. Apds mais alguns ciclos da reacédo,promer marcado com
fluorescéncia ira ancorar nessas regibes complementares e sintetizar assim

fragmentos que seréo fluorescer{tégura 1).

A1 A2 A3

o %- G:> - —

TAATAATAA... TAATAA DNA molde > 5

3 >
B 5
< 3 §
5 <DNAmoI(Ie ATTATTATT.... ATTATT 3
c 18
< 3 5
» [

Figura 1. Sistema derimers com cauda estendida universal (PCER)imers
utilizados na amplificacdo do fragmento fluorescente (R)imer senso
microssatélite com a cauda estendia universal (AX)mer marcado com
fluorescéncia com a mesma sequencia da cauda estendida universBri(Aa).
anti-senso microssatélite (A3). Primeiras etapas do ciclo de amplificacdo (B), as
regides especificas do genoma complementampea®rs microssatélites estao
demonstradas pelas caixas pretas. Pareamentoprooer marcado com
fluorescéncia, apds a sintese de fragmentos nas etapas iniciais da PCR (C). A
caixa cinza representa a sequéncia da cauda estendida universal incorporada ao
fragmento amplificado devido ao anelamento mlaner demonstrado em .B
Amplicons marcados com fluorescéncia em etapas finais da PCR (D).

Fonte: adaptado de Schuelke (2000).

Foi verificada a possibilidade de pareamento das sequéncigsiniess
universais com o genoma da soja através do uso do algoritmo BLASTn no banco
de dados do Genbank.



Para verificar a eficiéncia da combinacdo da sequéncia da cauda, com a
sequéncia especifica dprimer, foi realizado um teste com o objetivo de
confirmar a diferenca de tamanho esperatopares de bases, entre 0s produtos
amplificados em PCR convencional e por PCR no métogwiders com cauda
estendida universal (PCEU). Os cultivares BMX Magna RR e CD 202 foram
avaliados em duplicata utilizando os 14 marcadores selecionados apresentados na
Tabela 1.

2.3. CondicOes da PCR e eletroforese

As reacdes de PCR foram preparadas para um volume final dé&,20
contendo 30 ng de DNA de soja, tampao de PCR 1X (Tris-H@hNIQ pH 8,8
KCI 50 mM, Nonidet P40 0,08%), Mggl,5mM, dNTP 0,2mM, 0,2 uM de cada
primer (senso e anti-senso) e 1,0 U de Tag DNA polimerase (Fermentas). Para as
reacbes de PCR com PCEU, foi adicionado primer senso com
aproximadamente o dobro da extensdo dos depramers. Desta forma foi
necessaria a redugdo de sua concentracdo em 5 vezes (0,04 uM) em relagdo aos
outros doisprimers presentes na reacao (anti-senso e senso marcado com
fluorescéncia) que foram mantidos na concentragdo do procedimento
convencional (0,2 uM). As rea¢des de PCR foram conduzidas separadamente para
cada loco microssatélite. O programa de amplificacdo consistiu de uma etapa
inicial de desnaturacdo de 94 °C porniin, seguida de 35 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 40 s, anelamento a 50 °C por 40 s e extensao a 72 °C
por 40 s. A etapa de extensao final foi programada para 72 °C pun25

Os produtos da PCR convencional foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 10%, usando-se tampao TBE 1X (Tris 89 mM e EDTA 20 mM
acido borico 89mM, pH 8,0), por aproximadamente 3 h a 120 volts. Foram
utilizadas cubas verticais com placas de gel de 15 cm de altura com capacidade
para 60 amostras em gel de 1,0 mm de espessura. Apés a eletroforese, os géis
foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,2 pg/ml) por 10 min. A
variacdo do tamanho dos fragmentos de cada loco foi estimada por meio de
comparacao visual com o marcador de tamanho de 50 pb (Promega).

Paraa deteccao simultanea dos alelos amplificados por fluorescéncia, fez-
se 0 agrupamento dos marcadores com diferentes flu6foros. Foi possivel o

agrupamento de marcadores com o mesmo tipo de fluorescéncia, respeitando a
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Tabela 1 Marcadores microssatelites selecionados para analise dos cultivares de sajajasequnéo com cauda estendida universal (CEU) destacada em
preto, antisenso, estrutura repetitiva e grupo de ligacao (G.L.).

Marcador C.E.U Senso 5°>3’ Antisenso 5°>3° EStruFl{ra
repetitiva
AF162283/T3 [NRIYNSSAIINAIIINEGCGAGTTCTGGATGTAGG GCGTGGCGGCTTTGGTAG (CTu G
GMABAB/T3 [ NETYNIORIIYRIVINICAAAACATAAAAAAGGTGAGA AAGAACCACACTAATATTATT (ATT) s N1
Satt002/T7 NN XIS TG TGGGTAAAATAGATAAAAAT TCATTTTGAATCGTTGAA (ATT) 25 D2
Satt005/T7 NN VNI TATCCTAGAGAAGAACTAAAAAA GTCGATTAGGCTTGAAATA (ATT) 1o D1b
Satt045/T7 NN XXX TGGTTTCTACTTTCTATAATTATTT ATGCCTCTCCCTCCT (ATT) 15 E
sattoroM13  [IEYYYYSIXIIOINel T AAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC  TGGCATTAGAAAATGATATG (ATT) 24 B2
Satt079/T3 NSRRI YYXS A G TCGAAGATACACAATTAGAT CTTTTAGACACAAATTTATCACT (ATT)13 C2
Sat_085/T3 NV XV YV GG TTTTAGATCCTTAAATTTGT GGGGAAGCAAGTAGCT (AT) 23 C1
Satt114/T3 NEVYY A XV YV GGGTTATCCTCCCCAATA ATATGGGATGATAAGGTGAAA (ATT) 17 F
Satt233/M13  [HIYYYXIIXIIININN AAGCATACTCGTCGTAAC GCGGTGCAAAGATATTAGAAA (ATT) 16 A2
Satt431/T7 NN XA RV GCGTGGCACCCTTGATAAATAA GCGCACGAAAGTTTTTCTGTAACA  (ATT)n J
Satt540/M13  [CHIYYYYIIXSISIeIIOINeN/CTGGCGAATCAAGCTTTGTAAC CCGTGATTGCGAAGAGGATATT (ATT) 1, M
Satt586/M13  [FYYVYSIX eIl OINel| GCGGCCTCCAAACTCCAAGTAT GCGCCCAAATGATTAATCACTCA (ATT) 1o F
Satt612/T7 NN XY XAVNINIG TCATACTGGGTGTTTCATTTATGAC ~ GCGCCTTTTAGTCTCTGAAAGTATTT (ATT)4o G
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diferengca minima de 50 pb entre o limite da faixa amplificavel de cada marcador e
a quantidade aceitavel de artefatos de amplificacdo de modo a garantir a nitidez na
interpretacdo dos alelos.

A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador ABI 3130xI (Applied
Biosystems) utilizando o polimero POP7 (Applied Biosystems). A amostra
utilizada paraa corrida eletroforética constitui-se de 0,4 pL de cada produto de
PCR, 8,55 pL de formamida Hi-Di e 0,25 pL do padrdo de tamanho molecular
500 ROX de coloracéo vermelha (Applied Biosystems). Essa solucéo foi aquecida
por 3 min a 95 °C, para desnaturacao e imediatamente colocada em gelo de
modo a evitar o reanelamento das fitas do DNA. ApdGs esse procedimento, foi
realizada a corrida eletroforética. Os dados foram coletados automaticamente e
codificados com auxilio do software Gene Mapper 4.0 (Applied Biosystems).

O grupo de cultivares foi genotipado por ambas as técnicas, PCR
convencional avaliado em gel de poliacrilamida e PCR com PCEU avaliados em
eletroforese capilar. A genotipagem fluorescente foi realizada em um sistema de
prova e contra-prova, desde a reacamat@alise dos fragmentos, realizados em
dias distintos, com o intuito de avaliar a reprodutibilidade dos dados e determinar
o0 tamanho dos alelos gerados levando em consideracdo o motivo de cada

marcador (dinucleotideo ou trinucleotideo).

2.4. Indice de polimorfismo, probabilidade de identidade ao acase
heterozigosidade observada

O indice de polimorfismo foi calculado para cada marcador com base na
frequéncia de cada alelo, segundo a expressdo matematica que indica o valor de

PIC (Conteudo de Informacéo Polimdrfica), mostrada abaixo:

Onde pj é a frequéncia do j-ésimo alelo para o i-ésimo marcador
(Anderson et al., 1993). Segundo KEIM et al. (1992) o indice de polimorfismo
refere-se a diversidade genética de um loco. A estimativa da diversidade genética
€ um indicador do poder de discriminacdo genética do loco em um teste de
identidade (Weir, 1996).
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Foi calculada a probabilidade de identidade ao acaso através do grupo de
marcadores utilizados na discriminagdo inequivoca dos cultivares, conforme
descrito por SCHUSTER et al. (2009). Onde:

PROBABILIDADE DE IDENTIDADE AO ACASO = H P
i=1
Em que R é a frequéncia do alelo;,Ae n 0 numero dos marcadores
avaliados.
A partir do perfil alélico molecular apresentado pelos cultivares gerado em
cada marcador foi calculada a heterozigosidade observada (Ho) como

demonstrado abaixo:

Ho=1- iP
i=l

Onde R é a frequéncia observada de genoétipos homozigotos para o i-ésimo alelo.

2.5. Relagbes genéticas entre os cultivares

As relacbBes genéticas entre os genotipos foram avaliadas por meio do
complemento do indice de similaridade para variaveis codominantes e
multialélicas, a partir do indice ndo-ponderado utilizado para o calculo da matriz
de similaridade, foi obtida uma matriz de dissimilaridade para avaliacdo da

distancia genética entre os cultivares. O indice ndo-ponderado € dado por:

L
1
e e

em que:
L: nimero total de locos analisados; e

G: numerode alelos comuns entre os pares de acessosiei’.

A matriz foi estabelecida por meio de escores com base no niamero de
alelos detectados em cada marcador. A partir da matriz de dissimilaridade foi
obtida a correlacdo cofenética e realizado o agrupamento dos cultivares pelo

12



método hierarquico UPGMAufweighted pair-group using an aritmetic average)
para a construcdo do dendograma. As andlises foram realizadas através do

programa Genes versao 2009 (Cruz, 2006

2.6.Correlacéo entre os métodos de genotipagem

Foi realizada uma analise de correlacdo entre as matrizes de
dissimilaridade com o objetivo de avaliar a similaridade entre a distancia genética
gerada por ambos os métodos de genotipagem. Foi realizado o teste de Mantel
com 10.000 simulacdes através do programa Genes versao 2009 (Cruz, 2006). Os
dendrogramas obtidos a partir das matrizes também foram comparados e

avaliados quanto a formacao dos grupos de genaotipos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Verificacao do perfil de amplificacédo

A diferenca de 17 pb entre os amplicons gerados nas diferentes
metodologias foi confirmada (Figura 2), levando em consjdera incluséo da
cauda estendida universal, nos fragmentos provenientes da genotipagem no
sequenciador semi-automatico de DNA. Dos 22 marcadores testados, 14 foram
selecionados por apresemrtarmelhor perfil de amplificacdo quando genotipados
em gel de poliacrilaminda, e foram adaptados pautilizacdo no sistema de
genotipagem PCEUOs 14 marcadores selecionados apresentaram produtos de
amplificacdo mensuraveis, com exce¢do do marcador Satt586, possivelmente
devido a formacdo de estruturas secundarias quando combinado a cauda
estendida. Na Figura 2, sdo mostrados alguns produtos de amplificacdo gerados
com osprimers avaliados. Os marcadores foram testados nos dois métodos
utilizando os gendtipos BMX Magna RR e CD202, os quais foram avaliados em
duplicata. Foi observado que amplicons obtidos a partir da metodologia PCEU,
embora um pouco mMenos intensos, apresentaram uma menor quantidade de
bandas inespecificas, sendo o marcador Sat_085 o que apresentou esta diferenca

de forma mais significativa.
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Figura 2. Comparacao do perfil de amplificacdo do sistema de genotipagem
convencional com o PCEU. Os marcadores estao descritos na por¢cao superior da
figura, sendo aqueles destacados em preto os genotipados pelo sistema PCEU
Foram avaliados os cultivares BMX Magna RR, representado pelo niumero 1, e 0
CD202, representado pelo nimero 2, ambos avaliados em duplicata.

A representacdo da avaliagdo simultdnea com marcadores de diferentes
fluorescéncias e do perfil de amplificagcdo dos genétipos CD202 e CD228 est
mostrados na Figura. Esses cultivas foram avaliados com os marcadores
Satt005, Sattl14 e Satt233, sendo osprigeers polimoérficos entre 0os genaotipos,

cujos tamanhos especificos dos fragmentos amplificados estdo descritos na figura.

3.2. Estimativa do tamanho dos fragmentos

Os tamanhos dos fragmentos estimados para cada marcador em ambos 0s
métodos de genotipagem para os 30 cultivares avaliados estdo mostrados na
Tabela 2. Na metodologia PCEU os fragmentos foram estimados com base em
valores de genotipagem de prova e contra-prova, considerando-se 0 motivo
repetitivo de cada marcador. Foi observado que fragmentos com diferencas de
tamanho menor que quatro pares de bases, tiveram sua identificagcdo dificultada
quando genotipados em gel de poliacrilamida, resultando em uma alteragcdo no
namero de alelos detectados nos métodos bem como uma possivel alteracdo da
frequéncia alélica encontrada.

Fragmentos cuja diferenca de tamanho de apenas uma unidade de
repetcdg foram considerados como um mesmo alelo, de acordo aom

genotipagem convencional.
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Figura 3. Representacdo do perfil de amplificacdo de gendtipos avaliados em
sequenciador semi-automatico ABI 3130 xl. Os genotipos: CD202 (A) e CD228
(B). Foram avaliados com os marcadores Satt005, Satt114 e Satt233. Os picos
verdes representam os alelos 118 (A) e 121 (B), os picos azuis representam 0s
alelos 177 (A) e 174 (B), e os picos pretos representam os alelos 217 (A) e 205

(B).

A titulo de exemplo, o marcador Satt070 apresentou 3 alelos de acordo
com o método PCEU (165pb, 189pb e 192pb), e 2 alelos (150pb e 175pb) quando
genotipado pelo método convencional. Os fragmentos de tamanho 189pb e 192pb
(PCEU) foram visualizados como sendo um mesmo alelo (175pb) pelo método
convencional, e desta forma sua frequéncia alélica (0,38) correspondeu a soma das
frequéncias dos alelos 189pb (0,23) e 192pb (0,15). O mesmo nao ocorreu com
marcador Satt233 que apresentou 3 alelos, independente da metodologia de
genotipagem, que é explicado pela maior diferenca entre os tamanhos dos alelos.
O tamanho e frequéncia dos alelos dos marcadores foram comparados e estéo
mostrados na Figura 4.

Artefatos de amplificagdo também podem ter influenciado no surgimento
ou desaparecimento de alelos detectaveis nas diferentes metodofogdiag.

DNA polimerase, tem a propriedade de adicionar um nucleotideo (em geral

adenosinpa extremidade 3’ do fragmento recém sintetizado.
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Tabela 2 Tamanho estimado dos fragmentos amplificados nos 30 cultivares em
cada marcador nas metodologias PCEU e convencional

Genodtipos AF162283 GMABAB Sat_085
PCEU *Conv. PCEU *Conv. PCEU *Conv.

BMX Magna RR 249 230 187 170 221 205
BRS133 241 220 166 150 229 215
BRS184 241 220 178 160 219 205
BRS213 249 230 166 150 191 180
BRS214 249 230 166 150 221 205
BRS255RR 249 230 166 150 219 205
BRS256RR 241 220 166 150 219 205
BRS262 241 220 166 150 191 180
BRS270RR 247 230 178 160 191 180
BRSCharruaRR 241 220 166 150 229 215
BRSGiseleRR 241 220 178 160 219 205
BRSMGB50CGRR 241 220 178 160 219 205
BRSPampaRR 241 220 166 150 229 215
BRSMTPintado 249 230 166 150 191 180
BRSValiosaRR 241 220 178 160 219 205
CD202 245 230 175 160 219 205
CD206 249 230 175 160 219 205
CD213RR 241 220 178 160 221 205
CD214RR 249 230 178 160 221 205
CD215 245 220 178 160 219 205
CD217 241 220 178 - 191 180
CD219RR 247 230 178 160 191 180
CD226 245 230 166 150 191 180
CD228 247 230 182 170 191/219 180
CD229RR 247 230 166 150 191 180
CD237RR 241 220 178 160 191 180
CD240RR 245 230 178 160 - 205
MG/BR Conquista 241 220 178 160 219 205
MSoy 7501 241 220 178 160 219 205
Vmax 249 230 166 150 219 205
* Convencional

“-“ Dado perdido

Continua...
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Tabela 2 (cont.)). Tamanho estimado dos fragmentos amplificados nos 30
cultivares em cada marcador nas metodologias PCEU e convencional

Genotipos Satt002 Satt005 Satt045
PCEU *Conv. PCEU *Conv. PCEU *Conv.

BMX Magna RR 148 140 177 165 151 140
BRS133 142 135 198 190 157 145
BRS184 142/148 135 174 165 157 145
BRS213 148 140 174/177 165 151 140
BRS214 154 145 177 165 151 140
BRS255RR 148/154 135 201 190 151 140
BRS256RR 142/154 135 174 165 157 145
BRS262 142 135 177 165 151 140
BRS270RR 142 135 177 165 151 140
BRSCharruaRR 142 135 198 190 - 145
BRSGiseleRR 154 145 174 165 151 140
BRSMGS50GRR 154 - 165 155 151/157 140
BRSPampaRR 142 135 198 190 157 145
BRSMTPintado 148 - 177 165 151 140
BRSValiosaRR 154 145 165 155 151/157 140
CD202 142 135 177 165 151 140
CD206 142 135 198 190 151 140
CD213RR 142 135 177 165 157 145
CD214RR 142 135 177 165 151 140
CD215 142 135 177 165 151 140
CD217 148 140 165 155 151 140
CD219RR 142 135 174 165 151 140
CD226 148 140 177 165 151 140
CD228 142 - 174 165 151 140
CD229RR 142 - 156 145 151 140
CD237RR 148 - 177 165 151 140
CD240RR 142 - 177 165 157 145
MG/BR Conquista 154 145 165 155 151 140
MSoy 7501 148 140 183/198 170 157 145
Vmax 142 135 165 155 151 140
* Convencional

“-“ Dado perdido

Continua...
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Tabela 2 (cont.)). Tamanho estimado dos fragmentos amplificados nos 30
cultivares em cada marcador nas metodologias PCEU e convencional

Genétipos Satt070 Satt079 Sattl14
PCEU *Conv. PCEU *Conv. PCEU *Conv.

BMX Magna RR 165 150 166 - 121 110
BRS133 165 150 142 130 109 100
BRS184 165 150 160 145 109 100
BRS213 165/189  150/175 166 150 109 100
BRS214 192 175 166 150 109 100
BRS255RR 165/189 150/175 166 - 94 80
BRS256RR 165 150 160 145 94 80
BRS262 192 175 142 130 109 100
BRS270RR 192 175 166 150 109 100
BRSCharruaRR 165 150 160 145 109 100
BRSGiseleRR 165 150 160 145 94 80
BRSMG350CGRR 165 150 160 145 94 80
BRSPampaRR 165 150 142 130 109 100
BRSMTPintado 192 175 166 150 109 100
BRSValiosaRR 165 150 160 145 94 80
CD202 165 150 142 130 118 110
CD206 165 150 160 145 94 80
CD213RR 165 150 166 150 109 100
CD214RR 189 175 166 150 121 110
CD215 165 150 142 130 109 100
CD217 189 175 142 130 94 80
CD219RR 189 175 - 130 109 100
CD226 189 175 166 150 109 100
CD228 165/192 150/175 163 150 121 110
CD229RR 165 150 142 130 94 80
CD237RR 189 175 142 130 94 80
CD240RR 165 150 163 150 118 110
E:/ISH/EES?: 165 150 160 145 94 80
MSoy 7501 189 175 160 145 109 100
Vmax 165 150 166 150 121 110
* Convencional

“-“ Dado perdido

Continua...

18



Tabela 2 (cont.)). Tamanho estimado dos fragmentos amplificados nos 30
cultivares em cada marcador nas metodologias PCEU e convencional

Satt233 Satt431 Satt540
Gendtipos
PCEU *Conv. PCEU *Conv. PCEU *Conv.

BMX Magna RR 217 200 251 240 183 170
BRS133 205 185 251 240 186 170
BRS184 205 185 251 240 186 170
BRS213 217/226  200/205 206 190 165 150
BRS214 217 200 251 240 171 160
BRS255RR 205/226  185/205 218 210 165 150
BRS256RR 226 205 206/218 210 186 170
BRS262 217 200 251 240 183 170
BRS270RR 205 185 194/206 190/240 183 170
BRSCharruaRR 205 185 251 240 171 170
BRSGiseleRR 205 185 206/218  210/240 171 160
BRSMG350CGRR 205/226  185/205 218 210 171 160
BRSPampaRR 217 200 206/251 190/240 165 150
BRSMTPintado 205 185 251 240 183 -
BRSValiosaRR 205 185 218 210 171 160
CD202 217 200 218 210 171 160
CD206 205 185 251 240 186 170
CD213RR 205/226  185/205 206/251 190/240 165 150
CD214RR 217 200 206/218 190/210 183 170
CD215 217 200 251 240 171 160
CcD217 217 200 251 240 183 -
CD219RR 217 200 251 240 186 -
CD226 217/226 200 194/206 190 165 150
CD228 205 185 251 240 171 -
CD229RR 205 185 251 240 171 160
CD237RR 217 200 251 240 183 -
CD240RR 217 200 218 210 171 -
MG/BR Conquista 205 185 218 210 171 150
MSoy 7501 217 200 251 210/240 186 -
Vmax 217 200 251 210 171 -
* Convencional

“-“ Dado perdido

Continua...
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Tabela 2 (cont.)). Tamanho estimado dos fragmentos amplificados nos 30
cultivares em cada marcador nas metodologias PCEU e convencional

Gendtipos Satt612
PCEU *Conv.

BMX Magna RR 256 245
BRS133 256 245
BRS184 256 245
BRS213 256 245
BRS214 256 245
BRS255RR 256 245
BRS256RR 256 245
BRS262 256 245
BRS270RR 250 240
BRSCharruaRR 250/256 245
BRSGiseleRR 250 240
BRSMGB50CGRR 256 245
BRSPampaRR 250 240
BRSMTPintado 256 245
BRSValiosaRR 256 245
CD202 265 250
CD206 256 245
CD213RR 250 240
CD214RR 256 245
CD215 265 250
CD217 256 245
CD219RR 250 240
CD226 265 250
CD228 250 240
CD229RR 250 240
CD237RR 256 245
CD240RR 265 250
MG/BR Conquista 256 245
MSoy 7501 256 245
Vmax 265 250
* Convencional

“-“ Dado perdido
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Essa adenilagido tende a influenciar na determinagéo exata dos tamanhos
dos fragmentos amplificados (Pompanon et al., PB@%a contornar tal situacao
um aumento no tempo de extensao final (mais de 20 minutos) no ciclo da PCR
proporciona uma maior chance de que todos os fragmentos sejam adenilados,
uniformizando desta forma o tamanho dos produtos de PCR gerados, e com isso
diminuindo erros provenientes dessa propriedadead®NA polimerase.

A observacdo de variacbes de um par de bases pode também indicar a
presenca de micro variacdes devido a ocorréncia de mutacdes pontuais.
Entretanto, apesar do acréscimo de tempo na extensado final nas amplificacdes,
alguns locos ainda poderdo apresentar variagdes devido a adicdo de dATP (+A/-
A), (Medeiros, 200% Além disso,a temperatura ambiente do local onde o
sequenciador se encontra afeta significativamente o tamanho estimado do alelo
De acordo com DAVISON & CHIBA (2003), com uma alteragdo na temperatura
do laboratério de 5 °C, o tamanho estimado do alelo pode sofrer variacdes em até
0,7 pb.

Outro artefato comum que pode influenciar na interpretacdo dos dados é o
stutter, que é explicado pelBescorregamento” (Slippage) da DNA polimerase
durante a replicagédo produzindo fragmentos de tamanhos proximos ao tamanho do
alelo verdadeiro (Hauge & Litt, 1993). Sua magnitude € variavel e dependente do
loco em avaliacdo, podendo apresentar dois ou mais gpittes (Dewoody et al.,

2006). Ostutter pode sobrepor alelos heterozigotos e interferir na interpretagéo do
padrdo de amplificacdo gerado (Miller & Yuan, 1997), ou seja, um heterozigoto
pode ser classificado como homozigoto, em casos de sobreposicdo, ou um
homozigoto pode ser classificado como heterozigoto nas situacbées em que o
stutter se apresente em alta intensidade.

Erros de genotipagem também podem ocorrer devido a amplificacdo
preferencial de alelos menores (Van Oosterhout et al.,, 2084k dftefato,
também conhecido como “dropout” de alelos, esta na maioria das vezes associado
a baixa qualidade e/ou quantidade de DNA da amostra e pode levar a uma falsa
classificacéo dos alelos (Pompanon et al., 2005; Hoffman & Amos; 200Bson
& Haydon, 2006), isto €, em alguns casos ao se avaliar um individuo heterozigoto
na presenca desse artefato, o individuo poderad ser considerado erroneamente

como homozigoto.

21



07 07
Satt005 Satt070
0,6 — 06 -
0,5 - 054
8 8
° - °
© 04 © 044
8 © ]
o o
c c
< 034 ‘< 03
g g
('S w
0.2 - 024
- H H H H a
00 L = | | [ [ 00 ’
156 165 174 177 183 198 201 145 155 165 170 190 ' 165 189 192 150 175
Tamanho estimado do alelo Tamanho estimado do alelo
08 06
Satt045 Sat_085 B
05 4
06
g 8 0.4
% o)
© ©
© ©
S 044 ‘© 034
c o
@ @
3 3
g &r
= o
w w 024
0,2
014
i 00
151 157 140 145 * 191 219 221 229 180 205 215

Tamanho estimado do alelo Tamanho estimado do alelo

Figura 4. Tamanho estimado e frequéncia dos alelos detectados nos métodos: PCEU (cinza) e convencional (branco) em cada marcador.
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Figura 4 (cont.). Tamanho estimado e frequéncia dos alelos detectados nos
métodos: PCEU (cinza) e convencional (branco) em cada marcador.

3.3. Informatividade dos locos

Para a metodologia de genotipagem PCEU, o numero total de alelos
encontrado foi de 50, variando de 2 a 7 entre os marcadores, sendo o marcador
Satt005 o que apresentou maior numero de alelos polimérficos. O PIC variou de
0,40 (Satt045) a 0,74 (Satt005), com média de 0,62. Para a metodologia
convencional o numero de alelos encontrados foi de 38 com uma variacdo de 2
(Satt045, Satt070 e AF162283) a 5 (Satt005) alelos. O PIC apresentou uma faixa
0,39 (Satt045) a 0,67 (Satt079), com média 86 (Mabela 3).

A diferenca apresentada com relagdo ao niumero de alelos, valor de PIC e
heterozigosidade observada entre as metodologias é explicada pela maior precisao
da metodologia aplicada no sequenciador, ja que esta possui uma alta
sensibilidade na deteccéo de alelos de tamanhos estreitamente similares (Wenz et
al., 1998 Medeiros, 2006). Foi possivel a deteccao de até dois alelos a mais para
um mesmo marcador quando se utilizou o método PCEU (Satt005, GMABAB e
AF162283). Da mesma forma, por estar relacionado ao numero de alelos
detectados, o valor de PIC foi maior no conjunto de marcadores quando

genotipados pelo método PCEU.
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Tabela 3 Numero de alelos, conteudo de informacdo polimérfica (RIC)
heterozigose observada (H. Obs.) nas diferentes metodologias.

NUmero de alelos PIC Heterozigosidade

observada
Marcadores
PCEU *Conv. PCEU *Conv. PCEU *Conv.
Satt005 7 5 0,74 0,58 0,0667 0,0
Satt045 2 2 0,40 0,39 0,069 0,0
Satt070 3 2 0,54 0,47 0,1 0,1
Sat_085 4 3 0,69 0,56 0,0333 0,0
Satt233 3 3 0,60 0,58 0,1667 0,1333
GMABAB 5 3 0,62 0,56 0,0 0,0
Satt114 4 3 0,65 0,63 0,0 0,0
Satt002 3 3 0,58 0,54 0,0667 0,0
AF162283 4 2 0,68 0,50 0,0 0,0
Satt079 4 3 0,70 0,67 0,0 0,0
Satt431 4 3 0,59 0,58 0,2333 0,2
Satt540 4 3 0,72 0,66 0,0 0,0
Satt612 3 3 0,57 0,56 0,0333 0,0
Média 3,846 2,923 0,62 0,56 0,0592 0,0333

*Conv. — convencional

SAYAMA et al. (2011) desenvolveram um painel formado por 304 SSR
para ampla genotipagem do genoma da soja afim de facilitar o mapeamento
genético e avaliaram um grupo de 87 gendtipos de soja com 4 marcadores re-
selecionados para cada grupo de ligacéo. Nesse grupo de 80 locos eles obtiveram
uma média de 14,8 alelos e um PIC médio de 0,78. SINGH et al. (2010),
avaliando 44 gendtipos de soja com diferentes respostas ao fotoperiodo com 40
SSR e 5 AFLP, obtiveram um PIC médio de 0,507 e 0,120, respectivamente,
120 alelos foram detectados para os 34 SSR polimérficos, com média de 3,53
alelos por loco. WANG et al. (2008) avaliaram a diversidade genética de 1383
acessos de germoplasma de soja com 60 SSR e encontraram 1.111 alelos com
média de 18,52 por loco. O PIC variou de 0,456 a 0,928 com média de 0,815.
MIAN et al. (2008) determinaram a diversidade genética de 48 gendtipos de soja
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diferindo em sintomas do virus do mosqueado do feijoeiro em Begam Pod

Mottle Virus) com 84 SSR, encontrando 271 alelos, com média dee3;@6 o

valor médio de PIC de 0,53. MULATO et al. (2009) estudaram a diversidade
genética de 79 acessos de soja de diferentes regides do mundo com 30 marcadores
SSR sendo 20 gendmicos e 10 ESBR Encontraram um total de 259 alelos

com um numero de alelos por loco que variou de 2 a 21, com média de 8,63. O
valor de PIC variou de 0,166 a 0,921, com média de 0,626 e a heterozigosidade
observada foi de 0,025.

A maior quantidade de alelos e valor de PIC encontrados por alguns desses
trabalhos é justificada por, além do maior nimero de gendtipos avaliados, pela
inclusdo de acessos de banco de germoplasma nas analises de diversidade (Wang
et al. 2008) resultando em uma maior variabilidade genética do material e
consequentemente aumentando a probabilidade de se encontrar diferentes alelos, o
gue influencia diretamente no aumento do valor de PIC.

Valores superiores também foram observados ao se comparar a
heterozigosidade observada entre os métodos, obtendo-se média de 0,0592
(PCEU) e 0,0333 (convencional). Apesar de serem avaliados 0os mesmos
gendtipos com os mesmos marcadores em ambas as metodologias, a diferenca na
presenca de heterozigotos observada esta intrinsecamente relacionada com o
sistema de deteccéo utilizado. Devido a soja ser uma espécie autbgama o esperado
€ que todos os individuos de um cultivar sejam homozigotos. Entremto,
alguns cultivares dois alelos puderam ser detectados em alguns locos, 0 que pode
caracterizar, portanto, uma mistura de linhas puras (Oliveira, 2010).

Segundo SCHUSTER et al. (2009), ao avaliao poder de deteccao de
um alelo pouco frequente em wulk de DNA, confirmaram que a medida que se
aumenta o numero de diferentes individuos para a deteccao simultanea, a chance
de amplificacdo do alelo menos frequente € diminuida. Em uma proporcao de até
1:7 SCHUSTER et al. (2004) identificaram, sem dificuldades, em analises de
determinacao de pureza varietal, dois alelos presentes dwullkude DNA.

CRYER et al. (2005), utilizando um sistema de deteccdo de locos
microssatelites, baseado na ligacdo de amplicons em um vetor de clonagem para
re-amplificacdo comprimers fluorescentes, demonstraram que um homozigoto
possuindo um alelo raro pode ser detectado com confiabilidade em um conjunto

de até 12 individuos.
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GIANCOLA et al. (2002) sugerem que 5 individuos séo suficientes para
representacdo de um genotipo com poucas chances de erro na determinagédo do
perfil alélico. Desta forma, ao realizar a analise simultanea de 50 individuos para
representar o genaotipo, para um alelo ser detectavel erbulknem analise
através da metodologia convencional, segundo SCHUSTER et al. (2004), pelo
menos oito individuos deverdo apresentar esse alelo em seu genoma. Ja quando
avaliado em sequenciador, devido a sensibilidade do sistema de deteccdo, mesmo
uma pequena quantidade de produto de PCR amplificado pode ser mais
facilmente detectavel pelo equipamento, e além disso, sua melhor separacao
eletroforética dos amplicons permite uma identificacdo mais precisa de
fragmentos com pequenas diferencas de tamanho, justificando o maior nimero de

alelos e heterozigotos encontrados pelo método PCEU.

3.4. Frequéncia alélica e probabilidade de identidade ao acaso

A partir da genotipagem da populacéo, foi calculada a frequéncia alélica
para cada marcador e a probabilidade de identidade ao acaso (TabglaO% e 5
valores de probabilidade de identidade ao acaso diferiram entre os métodos, sendo
<0,001% (PCEU) e <0,01% (convencional). Essa diferenca esta relacionada com
precisdo do método PCEU em detectar diferentes alelos.

Segundo SCHUSTER et al. (2009) padeealcular, através do produto
das frequéncias alélicas de um individuo em cada marcador, a probabilidade de
identidade ao acaso, que remete a probabilidade de dois individuos distintos,
tomados ao acaso na populacdo, serem iguais. O célculo para situacdes em que 0s
genotipos apresentam-se como heterozigotos foi realizado através da soma das
frequéncias dos dois alelos encontrados no loco em questdo, de modo a considerar
a possivel presenca de um ou do outro alelo em uma analise de determinacédo de
identidade. Sendo assim, para o conjunto dos 13 marcadores microssatélites
utilizados, a probabilidade de um cultivar tomado aleatoriamente na populacao ser
igual a outro, € menor que 0,00001 (PCEU), 0,0001 (convencional), ou seja, ao se
comparar duas amostras com os 13 marcadores, e elas apresentarem 0 mesmo
perfil alélico, pode-se dizer que essas amostras sdo idénticas a uma probabilidade
de maior que 99,999% (1 - 0,00001) pelo método PCEU e 99,99% (1 - 0,0001)
pelo método convencional. Esses valores obtidos (99,999% e 99,99%) sédo o poder

de exclusao da técnica.
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Tabela 4 Frequéncia alélica e probabilidade de identidade ao acaso (PI) dos 30 cultivares em 13 manicaoesattlites pelo método PCEU

Genotipos Sat005  Satt045  Satt070 Sat 085 Satt233 GMABAB  Sattll4  Satt002 AF162283 Satt079 Satt431  Satt540 Satt612 Pl
BMX Magna RR 0,417 0,724 0,617 0,167 0,467 0,033 0,133 0,250 0,267 0,345 0,567 0,241 0,583 <0,001%
BRS133 0,150 0,276 0,617 0,100 0,417 0,400 0,467 0,567 0,467 0,276 0,567 0,207 0,583 <0,001%
BRS184 0,183 0,276 0,617 0,417 0,417 0,467 0,467 0,817 0,467 0,310 0,567 0,207 0,583 <0,001%
BRS213 0,600 0,724 0,850 0,317 0,583 0,400 0,467 0,250 0,267 0,345 0,150 0,172 0,583 <0,001%
BRS214 0,417 0,724 0,150 0,167 0,467 0,400 0,467 0,183 0,267 0,345 0,567 0,379 0,583 <0,001%
BRS255RR 0,033 0,724 0,850 0,417 0,533 0,400 0,333 0,567 0,267 0,345 0,250 0,172 0,583 <0,001%
BRS256RR 0,183 0,276 0,617 0,417 0,117 0,400 0,333 0,750 0,467 0,310 0,400 0,207 0,583 <0,001%
BRS262 0,417 0,724 0,150 0,317 0,467 0,400 0,467 0,567 0,467 0,276 0,567 0,241 0,583 <0,001%
BRS270RR 0,417 0,724 0,150 0,317 0,417 0,467 0,467 0,567 0,133 0,345 0,183 0,241 0,250 <0,001%
BRSCharruaRR 0,150 0,724 0,617 0,100 0,417 0,400 0,467 0,567 0,467 0,310 0,567 0,379 0,833 <0,001%
BRSGiseleRR 0,183 0,724 0,617 0,417 0,417 0,467 0,333 0,183 0,467 0,310 0,400 0,379 0,250 <0,001%
BRSMGB50GRR 0,167 1,000 0,617 0,417 0,533 0,467 0,333 0,183 0,467 0,310 0,250 0,379 0,583 <0,001%
BRSPampaRR 0,150 0,276 0,617 0,100 0,467 0,400 0,467 0,567 0,467 0,276 0,717 0,172 0,250 <0,001%
BRSMTPintado 0,417 0,724 0,150 0,317 0,417 0,400 0,467 0,250 0,267 0,345 0,567 0,241 0,583 <0,001%
BRSValiosaRR 0,167 1,000 0,617 0,417 0,417 0,467 0,333 0,183 0,467 0,310 0,250 0,379 0,583 <0,001%
CD202 0,417 0,724 0,617 0,417 0,467 0,067 0,067 0,567 0,133 0,276 0,250 0,379 0,167 <0,001%
CD206 0,150 0,724 0,617 0,417 0,417 0,067 0,333 0,567 0,267 0,310 0,567 0,207 0,583 <0,001%
CD213RR 0,417 0,276 0,617 0,167 0,533 0,467 0,467 0,567 0,467 0,345 0,717 0,172 0,250 <0,001%
CD214RR 0,417 0,724 0,233 0,167 0,467 0,467 0,133 0,567 0,267 0,345 0,400 0,241 0,583 <0,001%
CD215 0,417 0,724 0,617 0,417 0,467 0,467 0,467 0,567 0,133 0,276 0,567 0,379 0,167 <0,001%
CD217 0,167 0,724 0,233 0,317 0,467 0,467 0,333 0,250 0,467 0,276 0,567 0,241 0,583 <0,001%
CD219RR 0,183 0,724 0,233 0,317 0,467 0,467 0,467 0,567 0,133 1,000 0,567 0,207 0,250 <0,001%
CD226 0,417 0,724 0,233 0,317 0,583 0,400 0,467 0,250 0,133 0,345 0,183 0,172 0,167 <0,001%
CD228 0,183 0,724 0,767 0,733 0,417 0,033 0,133 0,567 0,133 0,069 0,567 0,379 0,250 <0,001%
CD229RR 0,033 0,724 0,617 0,317 0,417 0,400 0,333 0,567 0,133 0,276 0,567 0,379 0,250 <0,001%
CD237RR 0,417 0,724 0,233 0,317 0,467 0,467 0,333 0,250 0,467 0,276 0,567 0,241 0,583 <0,001%
CD240RR 0,417 0,276 0,617 0,167 0,467 0,467 0,067 0,567 0,133 0,069 0,250 0,379 0,167 <0,001%
MG/BR Conquista 0,167 0,724 0,617 0,417 0,417 0,467 0,333 0,183 0,467 0,310 0,250 0,379 0,583 <0,001%
MSoy 7501 0,167 0,276 0,233 0,417 0,467 0,467 0,467 0,250 0,467 0,310 0,567 0,207 0,583 <0,001%
Vmax 0,167 0,724 0,617 0,417 0,467 0,400 0,133 0,567 0,267 0,345 0,567 0,379 0,167 <0,001%
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Tabela 5 Frequéncia alélica e probabilidade de identidade ao acaso (Pl) dos 30 cultivares em 13 manicaoksatlites pelo método convencional

Genotipos Satt005 Satt045 Satt070 Sat 085 Satt233 GMABAB  Sattll4 Satt002 AF162283 Satt079 Satt431 Satt540 Satt612 Pl
BMX Magna RR 0,600 0,733 0,617 0,567 0,483 0,069 0,200 0,208 0,500 1,000 0,550 0,409 0,600 <0,01%
BRS133 0,167 0,267 0,617 0,100 0,417 0,414 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 0,409 0,600 <0,01%
BRS184 0,600 0,267 0,617 0,567 0,417 0,517 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 0,409 0,600 <0,01%
BRS213 0,600 0,733 1,000 0,333 0,583 0,414 0,467 0,208 0,500 0,357 0,133 0,273 0,600 <0,01%
BRS214 0,600 0,733 0,383 0,567 0,483 0,414 0,467 0,167 0,500 0,357 0,550 0,318 0,600 <0,01%
BRS255RR 0,167 0,733 1,000 0,567 0,517 0,414 0,333 0,625 0,500 1,000 0,317 0,273 0,600 <0,01%
BRS256RR 0,600 0,267 0,617 0,567 0,100 0,414 0,333 0,625 0,500 0,321 0,317 0,409 0,600 <0,01%
BRS262 0,600 0,733 0,383 0,333 0,483 0,414 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 0,409 0,600 <0,01%
BRS270RR 0,600 0,733 0,383 0,333 0,417 0,517 0,467 0,625 0,500 0,357 0,683 0,409 0,233 <0,01%
BRSCharruaRR 0,167 0,267 0,617 0,100 0,417 0,414 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 0,409 0,600 <0,01%
BRSGiseleRR 0,600 0,733 0,617 0,567 0,417 0,517 0,333 0,167 0,500 0,321 0,867 0,318 0,233 <0,01%
BRSMGB50GRR 0,167 0,733 0,617 0,567 0,517 0,517 0,333 1,000 0,500 0,321 0,317 0,318 0,600 <0,01%
BRSPampaRR 0,167 0,267 0,617 0,100 0,483 0,414 0,467 0,625 0,500 0,321 0,683 0,273 0,233 <0,01%
BRSMTPintado 0,600 0,733 0,383 0,333 0,417 0,414 0,467 0,625 0,500 0,357 0,550 0,410 0,600 <0,01%
BRSValiosaRR 0,167 0,733 0,617 0,567 0,417 0,517 0,333 0,167 0,500 0,321 0,317 0,318 0,600 <0,01%
CD202 0,600 0,733 0,617 0,567 0,483 0,517 0,200 0,625 0,500 0,321 0,317 0,318 0,167 <0,01%
CD206 0,167 0,733 0,617 0,567 0,417 0,517 0,333 0,625 0,500 0,321 0,550 0,409 0,600 <0,01%
CD213RR 0,600 0,267 0,617 0,567 0,517 0,517 0,467 0,625 0,500 0,357 0,683 0,273 0,233 <0,01%
CD214RR 0,600 0,733 0,383 0,567 0,483 0,517 0,200 0,625 0,500 0,357 0,450 0,409 0,600 <0,01%
CD215 0,600 0,733 0,617 0,567 0,483 0,517 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 0,318 0,167 <0,01%
CD217 0,167 0,733 0,383 0,333 0,483 1,000 0,333 0,208 0,500 0,321 0,550 1,000 0,600 <0,01%
CD219RR 0,600 0,733 0,383 0,333 0,483 0,517 0,467 0,625 0,500 0,321 0,550 1,000 0,233 <0,01%
CD226 0,600 0,733 0,383 0,333 0,483 0,414 0,467 0,208 0,500 0,357 0,133 0,273 0,167 <0,01%
CD228 0,600 0,733 1,000 0,333 0,417 0,069 0,200 1,000 0,500 0,357 0,550 1,000 0,233 <0,01%
CD229RR 0,033 0,733 0,617 0,333 0,417 0,414 0,333 1,000 0,500 0,321 0,550 0,318 0,233 <0,01%
CD237RR 0,600 0,733 0,383 0,333 0,483 0,517 0,333 0,625 0,500 0,321 0,550 0,410 0,600 <0,01%
CD240RR 0,600 0,267 0,617 0,567 0,483 0,517 0,200 1,000 0,500 0,357 0,317 1,000 0,167 <0,01%
MG/BR Conquista 0,167 0,733 0,617 0,567 0,417 0,517 0,333 0,167 0,500 0,321 0,317 0,273 0,600 <0,01%
MSoy 7501 0,033 0,267 0,383 0,567 0,483 0,517 0,467 0,208 0,500 0,321 0,867 1,000 0,600 <0,01%
Vmax 0,167 0,733 0,617 0,567 0,483 0,414 0,200 0,625 0,500 0,357 0,317 1,000 0,167 <0,01%

30



3.5. Andlise de correlacdo de matrizes de dissimilaridade e
agrupamento entre os cultivares

A andlise de correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade dos
métodos avaliados foi significativa pelo Teste de Mantel e pelo Teste t a 1%
de significancia com correlagao de 0,8026. A alta similaridade era esperada
ja que foram avaliados os mesmos individuos com o mesmo grupo de
marcadores. Os valores de correlacdo ndo foram superiores ao encontrado
devido as diferencas atribuidas as caracteristicas de cada método de
genotipagem, como a deteccdo do numero de alelos, e heterozigosidade
observada.

Os dendogramas obtidos a partir das matrizes também foram
comparados e avaliados quanto a formacao dos grupos de genétipos (Figura
5 e 6). A partir do conjunto de marcadores utilizados, todos os genoipos
puderam ser diferenciados, até aqueles estreitamente pro6ximos como 0s
cultivares MGBR46 Conquista e BRS Valiosa RR.

Com uma correlacdo cofenética de 0,7431, distor¢do de 2,3497% e
estresse de 15,3286% em um ponto de corte de 79,06% no métodos PCEU,
cinco grupos foram discriminados. No método convencional a correlagéo
cofenética foi de 0,7071 com valores de distorcdo e estresse de 3,0424% e
17,4424% respectivamente, cinco grupos foram discriminados no ponto de
corte de 85,36%. Os grupos formados, apesar de diferencas pontuais,
tiveram alta similaridade entre os métodos e foram concordantes com dados
fenotipicos de registro varietal e genealogia.

O cutivar BRS Valiosa RR é essencialmente derivado do cultivar
MGBR46 Conquista. O cultivar BRSMG 850RR foi protegido como
sendo mais parecido com o cultivar BRS Valiosa RR. O cultivar BRS
Pampa RR foi obtido a partir de cruzamento triplo entre Embrapa 61, E96-
246 e BRS 133, seguido de retrocruzamento com BRS 133. O cultivar BRS
Charrua RR foi protegido como sendo mais parecido com BRS133. O
cultivar CD 215 RR foi protegido como sendo mais parecido com CD 202.
O cultivar Vmax NK 7059 RR) foi protegido também como sendo mais
parecido com CD 202. Os cultivares BRS 213 e CD 226 foram protegidos
como sendo mais parecidos com o cultivar CD 201. O cultivar CD 237 RR é
essencialmente derivado do cultivar CD 217 (MAPA, 2011).

31



Método de agrupamento @ Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 5. Agrupamento dos cultivares pelo método UPGMA, através da genotipagem pela metodologia PCEU.
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Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 6. Agrupamento dos cultivares pelo método UPGMA, através da genotipagemguelalogia convencional.
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Na tabela 6 esta representada a formacgéo dos grupos em ambos 0os métodos
de genotipagem. Apesar de pequena, a existéncia de diferencas no arranjo do
agrupamento entre os métodos (PCEU e convencional), pode influenciar no estudo
da diversidade genética. A escolha dos genitores e a caracterizacdo da variabilidade
genética existente sdo fundamentais para o incremento da eficiéncia em programas
de melhoramento (Brammer, 2002). Para um aumento no ganho genético € preciso
variabilidade genética na populacdo proveniente do cruzamento e a informacéo
proveniente do estudo da diversidade genética gera um indicativo de grande utilidade
na escolha adequada dos genitores. Desse modo, a classificacdo dos genitores e a
realizacdo de cruzamento entre tipos geneticamente distintos podem contribuir para a

ampliacdo da variancia genética em populacdes segregantes (Messmer et al.,1993).

Tabela 6 Formacgdo dos grupos provenientes do agrupamento pelo método UPGMA
conforme representado na figura 5, a partir do ponto de corte de 79% (PCEU) e 85%
(convencional). Gendtipos destacados em preto Sao 0S que se mantiveEgaupos
similares em ambos os métodos.

PCEU
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
BRSValiosaRR BRS133 CD202 CD228 BRS213
MG/BRConquista BRSPampaRR CD215 CD229RR CD226
BRSMG850GRR  BRSCharruaRR CD240RR BRS270RR CD217
BRSGiseleRR CD213RR Vmax CD219RR CD237RR
BRS255RR BRS262
BRS184 BRSMTPintado
CD206 BRS214
BRS256RR BMXMagnaRR
Msoy7501 CD214RR
Convencional

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 5
BRSValiosaRR BRS133 CD202 Msoy7501 BRS213
MG/BRConquista BRSPampaRR CD215 CD226
BRSMG850GRR BRSCharruaRR CD240RR CD217
BRSGiseleRR CD213RR Vmax CD237RR
BRS255RR BRS184 BMXMagnaRR BRS262
CD206 CD214RR BRSMTPintado
BRS256RR BRS214

CD228
CD229RR

BRS270RR
CD219RR

Devido a alta similaridade fenotipica, cada vez mais evidente, proporcionada

pelo estreitamento da base genética de espécies superiores, marcadores moleculares
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vém se tornando importantes ferramentas de caracterizagdo por serem de rapida e
facil avaliagdo e por contribuirem para uma distingdo mais acurada entre cultivares.
GIANCOLA et al. (2002), avaliaram a contribuicdo relativa de marcadores
moleculares RAPD, AFLP, SSR e marcadores morfolégicos para gerar informacdes
sobre as relacdes genéticas entre cultivares de soja visemdmracterizacadO
agrupamento de cultivares através dos dados provenientes de microssatélites
mostraram uma maior similaridade com o perfil gerado com base em informacdes de
pedigree de qualquer outro marcador. Os resultados por eles encontrados sugerem
que as quatro técnicas descrevem a variabilidade genética de forma diferente e
especifica, e que a combinacdo da informacdo dos microssatélites com os descritores
morfolégicos resultaram em um agrupamento altamente similar compapado a
agrupamento gerado por dados de pedigree, verificando que os dois sistemas juntos
(SSR e morfologico) fornecem informacdes diferentes e complementares. Portanto
esses marcadores podem ser efetivamente aplicados para a classificacdo de

germoplasma e protecdo de propriedade intelectual.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel distinguir, por analise molecular, através do grupo de 13
marcadores microssatélites selecionados por ambos os métodos de genotipagem,
todos os cultivares em analise, inclusive aqueles estreitamente relacionados, sendo
estes dados concordantes com a genealogia e protecao de cultivar.

A metodologia PCEU se mostrou mais eficiente em detectar fragmentos de
tamanhos proximos, comparada ao sistema de genotipagem em gel de poliagrilamida
resultando em uma avaliacdo mais precisa e confidvel dos alelos presentes na
populacao e dos artefatos de amplificacao.

O baixo custo quando comparado a técnicas de marcacdo por fluorescéncia
em cada marcador e sua alta precisdo faz do método PCEU, um método vantajoso
para a caracterizacdo de cultivares e determinacédo da pureza genética.

O grupo de marcadores apresentados neste trabalho pode ser usado para a
obtencdo de descritores genotipicos complementans descritores fenotipicos

obrigatérios para fim de protecdo de cultivares em testes de distinguibilidade.
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