> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE CULTIVARES DE SOJA ATRAVES DO
MARCADOR MOLECULAR AFLP

Felipe Emannuel Dolenkei Muraro (PIBIC/CNPq), Prof. Dr. Rodrigo Rodrigues
Matiello (Orientador), e-mail: rrmatiel@uepg.br

Universidade Estadual de Ponta Grossa / Departamento Fitotecnia e Fitossanidade.
Ciéncias Agrarias (5.00.00.00-4); Agronomia (5.01.00.00-9)
Palavras-chave: Glycine max Merril, polimorfismo de DNA, diversidade genética.

Resumo

Os programas de melhoramento genético possibilitaram o crescimento continuo da
soja nas ultimas décadas, como uma das culturas mais produzidas no Brasil, através
do desenvolvimento de gendétipos mais adaptados as regides de cultivo bem como
ao elevado potencial produtivo. Porém, a genealogia da soja brasileira provém de
uma base genética estreita e de baixa variabilidade. O presente trabalho teve como
objetivos identificar o polimorfismo molecular a partir do marcador AFLP, estimar a
divergéncia genética entre 18 cultivares de soja e estabelecer os grupos heteroticos
a partir da similaridade genética das cultivares. A partir do DNA genémico dos
genotipos, realizou-se a amplificacdo seletiva para o marcador molecular AFLP. Os
946 fragmentos amplificados, variaram de 61 a 2735 pb, sendo 435 fragmentos
polimérficos, gerando uma média de 46%. As 11 combinacfes de primers EcoRI +
Msel utilizadas, resultaram em 39,5 fragmentos polimérficos/combinacé@o de primers.
O dendrograma gerado possibilitou separar as 18 cultivares em quatro grupos
heterdticos e dois gendtipos isolados. Desta forma, confirmou-se que as 18
cultivares de soja apresentaram baixa divergéncia genética entre si.

Introducéo

A soja € uma das culturas que mais cresceu nos ultimos trés anos e a
variabilidade genética €é a base dos programas de melhoramento no
desenvolvimento de novos genoétipos recomendados para o cultivo. Atualmente a
cultura corresponde a 49% da area semeada de grdos no Brasil. O aumento da
produtividade esta associado aos avancgos tecnolégicos, ao manejo e a eficiéncia
dos produtores (MAPA, 2016). A contribuicdo dos diversos programas de
melhoramento resultou em cultivares altamente produtivas e adaptadas as mais
diferentes condicOes de cultivo, no entanto, algumas estimativas demonstram que o
germoplasma brasileiro provém de uma base genética estreita e foi originado de
poucas cultivares ancestrais americanas (PRIOLLI et al., 2004).

Por meio de marcadores moleculares que estimam diversidade/similaridade, a
técnica que se destaca € o marcador molecular AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), combinando a clivagem do DNA total com enzimas de restricao
(corte raro + corte frequente) e a amplificacdo dos fragmentos pela reacao de
polimerizacdo em cadeira — PCR (VOS et al.,, 1995). Trata-se de uma poderosa
ferramenta, permitindo obter muitos fragmentos além de ser excelente para o
mapeamento de genes que controlam caracteristicas de importancia agronémica
(CASTIGLIONI et al.,, 1999; VAN DER VOORT et al.,, 1999; XU et al.,, 1999). A
literatura indica que o marcador AFLP é o mais eficiente, com um indice de 10 vezes
superior aos demais marcadores moleculares existentes (PEJIC et al., 1998).

’ Universidade
UzPG &2 ISSN 1676-0093 propesp



> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

Neste sentido, a utilizagdo do marcador AFLP para estimar a dissimilaridade
genética entre cultivares de soja possibilitara organizar os genotipos em grupos
heteréticos, possibilitando no futuro esquemas de cruzamentos artificiais entre os
genotipos mais dissimilares permitindo desta forma um incremento na variabilidade
genética das populacdes segregantes de soja.

Material e Métodos

As 18 cultivares de soja de diferentes empresas (Monsoy, Bayer, Nidera
Sementes, Agroeste, Syngenta, Don Mario, Brasmax e DuPont) foram cultivadas em
casa de vegetacdo até o desenvolvimento total do primeiro trifélio, onde as folhas
jovens foram coletadas para a extracdo do DNA gendmico total. A extragdo do DNA
gendmico seguiu o protocolo de Hoisington et al. (1994), sendo ressuspendido em
30 uL de agua ultrapura e tratados com 1 puL de RNAse por 2 h a 37°C. As amostras
de DNA foram quantificadas em aparelho espectrofotdbmetro Nanovue GE
Healfcare®. Para visualizar a integridade do DNA total foram alicotados 2,0 pL do
DNA extraido acrescido de 2,0 yL do tampé&o de carregamento e 2,0 uL do corante
GelRed na proporcédo de 1:1, seguida da eletroforese em gel de agarose 1%. Na
sequéncia, as amostras foram diluidas para a concentragéo de 50 ng pL™.

Foram utilizadas 11 combinagdes de primers AFLP’s EcoRI (E) + Msel (M),
conforme indicado na Tabela 1. A metodologia para a amplificacdo seguiu o
protocolo de Vos et al. (1995) com as adaptacdes de Lopes (2003).

Tabela 1 — Relagdo das combinagdes de primers AFLP’s EcoRI (E) + Msel (M).
Ponta Grossa, 2019.

Combinacdes Primers Combinacbes Primers
1 E-ACA/M-CCA 7 E-AAC/M-CAC
2 E-ACA/M-CGC 8 E-AAC/M-CGC
3 E-ACA/M-CAT 9 E-AGC/M-CCA
4 E-ACA/M-CAC 10 E-ACA/M-CTC
5 E-AAC/M-CCA 11 E-AAC/M-CAT
6 E-AAC/M-CTC

Apoés a amplificacdo seletiva, as 18 amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% acrilamida/bisacrilamida (19:1), uréia 7.5 M, tampéo 1X
TBE, 120 pL de TEMED e 800 pL de persulfato de aménio 10%. Antes da corrida, as
amostras receberam 8,0 pL de tampéo formamida 2X (formamida 98%, EDTA 10
mM, pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xileno cianol 0,002% p/v) seguido de
desnaturacdo a 95°C por 5 minutos. Para a corrida eletroforética foi utilizado o
sistema "Sequi-Gen GT" (Biorad) em tampdo TBE 1X numa poténcia constante de
80 W por 3 horas e 30 minutos. Os géis de AFLP foram revelados através do
método de coloracdo com nitrato de prata (CRESTE et al., 2001). Os géis revelados
foram mantidos a temperatura ambiente para secamento. A genotipagem dos géis
foi efetuada através avaliacdo da presenca (1) ou auséncia (0) dos fragmentos
amplificados através do marcador AFLP. Os dados obtidos pela genotipagem do
marcador AFLP foram submetidos a andlise da similaridade genética pelo
Coeficiente de Jaccard. A partir da matriz de similaridade genética realizou-se a
analise de agrupamento pelo método UPGMA no software GENES verséo
1990.2019.8.
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Resultados e Discusséo

As 11 combinacfes de primers EcoRI + Msel amplificaram 946 fragmentos
com tamanho variando de 61 a 2735 pb. Dos fragmentos amplificados, 511 foram
monomorficos e 435 polimérficos, gerando um polimorfismo molecular para o
marcador AFLP de 46% (Tabela 2). Bonato (2006) trabalhando com 317 cultivares
brasileiras de soja (Glycine max) demonstrou polimorfismo médio de 19,8%, com
394 fragmentos amplificados, dos quais 78 foram polimérficos.

Tabela 2 — Relagdo das combinacdes de primers AFLPs EcoRI (E) + Msel (M),
namero total de fragmentos amplificados, niumero de fragmentos monomorficos,
namero de fragmentos polimorficos, porcentagem de polimorfismo e nimero de
fragmentos polimorficos por primer. Ponta Grossa, 2019

N° Primers Fragmentos Monomorficos  Polimérficos  Polimorfismo (%)
1 E-ACA/M-CCA 75 41 34 45,3
2 E-ACA/M-CGC 89 26 63 70,8
3 E-ACA/M-CAT 97 65 32 33,0
4 E-ACA/M-CAC 90 50 40 44,4
5 E-AAC/M-CCA 99 54 45 45,4
6 E-AAC/M-CTC 96 49 47 49,0
7 E-AAC/M-CAC 74 52 22 29,7
8 E-AAC/M-CGC 83 27 56 67,5
9 E-AGC/M-CCA 68 38 30 44,1
10 E-ACA/M-CTC 80 43 37 46,2
11 E-AAC/M-CAT 95 66 29 30,5
Total 946 511 435 46,0

Fragmentos Polimarficos/Primer 39,5

A partir das estimativas de similaridade genética obtidas pelo Coeficiente de
Jaccard, gerou-se uma matriz onde puderam ser identificadas a similaridade entre
0s genotipos; com variacdo de 0,28 a 0,84, onde 0 indica nenhuma similaridade e 1
isimilaridade completa. A menor similaridade foi entre as cultivares S17 x S18 e o
maior para as cultivares S7 x S10 e S7 x S14. Bonato (2006), em seu trabalho com o
marcador molecular AFLP, observou a semelhanca genética entre 53 cultivares de
soja lancadas no Brasil, onde obteve indices de similaridade de 0,17 a 0,97, sendo
mais de 56,8% dos coeficientes acima de 0,60 e 9,7% igual ou abaixo de 0,50 de
similaridade

Através da matriz de similaridade realizou-se a andlise de agrupamento pelo
método UPGMA (Figura 1). No dendrograma, a linha de corte foi em 80% de
similaridade de acordo com a topologia observada. No ponto de corte foi possivel
identificar quatro grupos heteréticos, além de duas cultivares que permaneceram
isoladas. Rigon (2012) trabalhando com 18 cultivares de soja, pela matriz de
Mahalanobis, agrupou-as em cinco grupos heteréticos, sendo metade dos genétipos
agrupados em um unico grupo e trés cultivares isoladas. A formacao de grupos
isolados consiste numa fonte de dissimilaridade genética adequada para futuros
blocos de hibridacdo pelos programas de melhoramento genético. E comum
observar grupos formados com cultivares de soja diferentes agronomicamente pois a
base genética no pais originou a maioria dos genétipos hoje existentes (ALCANTRA,
2005; ABREU et al., 1999).
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Figura 1 - Dendrograma produzido a partir de distancias genéticas entre as 18
cultivares comerciais de soja através do marcador AFLP. Ponta Grossa, 2019.
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Conclusdes

O baixo indice de polimorfismo (46%) entre as 18 cultivares de soja, indica
uma grande similaridade genética entre as cultivares analisadas. Pela andlise de
agrupamento foi possivel agrupar as 18 cultivares de soja em quatro grupos
dissimilares e duas cultivares isoladas sem relacdo entre si.
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