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SELEGCAO GENOMICA AMPLA PARA O MELHORAMENTO DE SOJA
[Glycine max (L.) MERRILL]
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A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das
principais culturas brasileiras, gerando em-
pregos diversos e contribuindo massivamen-
te para o desenvolvimento do pais. O enten-
dimento de suas carateristicas agronémicas
e morfolégicas, bem como a resisténcia e/ou
tolerancia a estresses bidticos e abidticos, é
de fundamental importancia para que o seu
potencial produtivo seja almejado. Assim, com
o objetivo de explorar a amplitude do genoma
da soja e entender melhor suas caracteristi-
cas, estudos moleculares vem sendo feitos ao
longo das ultimas décadas, tendo como base
diferentes tipos de marcadores moleculares.

Marcadores moleculares tém por objetivo
auxiliar programas de melhoramento através
da selecédo assistida, facilitando assim rapidos
ganhos genéticos (JANNINCK et al., 2010). A
deteccao e a exploragao da variagdo genética
sempre foi uma parte fundamental do melhora-
mento de plantas. Variagdes presentes no DNA
associadas a caracteres de interesse agroné-
mico foram abordadas durante as duas ultimas
décadas com diferentes tipos de marcadores
moleculares (VARSHNEY et al., 2009).

Mais recentemente, o aumento do conheci-
mento do genoma via analises “in silico” permi-
tiu a identificagao de variacbes que represen-
tam o tipo mais abundante de variacdo gené-
tica existente, os polimorfismos de base uni-
ca (Single Nucleotide Polymorphism - SNP).
Estes possuem uma ampla aplicabilidade em
pesquisas gendémicas modernas. Acessando
as informagdes genémicas da soja foi possi-
vel, por exemplo, associar variagdes alélicas
ao rendimento e aos ganhos de produgao vi-
sando médias maiores de produtividade (HAO,
et al., 2012). Varios estudos envolvendo a des-
coberta e uso de SNPs ja foram relatados em
diferentes espécies de plantas e animais. Em
soja, estudos ja foram realizados com enfoque
na identificagdo de caracteres agronémicos de
interesse, como produtividade e resisténcia a
patégenos (HYTEN et al., 2010, HAO, et al.,

2012). Técnicas que envolvem o sequencia-
mento parcial de genomas através da reducao
de complexidade tém sido usadas com resul-
tados promissores para estudos de GWAS.
Dentre as técnicas de redugao de complexida-
de mais utilizadas, a genotipagem por sequen-
ciamento (GBS — Genotyping by Sequencing)
(ELSHIRE et al., 2011) se destaca pela sua
multiplexidade, baixo custo por amostra e alta
qualidade dos SNPs gerados. O presente tra-
balho esta inserido no contexto de inovacao
tecnoldgica aplicada ao melhoramento gené-
tico da soja, tendo como objetivo inicial a des-
coberta e validacdo de marcadores SNPs via
metodologia GBS, seguida do mapeamento
por associagao. Por meio da analise genotipi-
ca e fenotipica dos materiais disponibilizados,
busca-se a deteccdo de SNPs associados as
caracteristicas de interesse.

A colecao de gendtipos utilizada neste tra-
balho foi obtida do banco ativo de germoplas-
ma da Embrapa — Soja e consistiu em 240
cultivares comerciais de soja e 170 plantas
introduzidas. O material vegetal de cada um
dos gendtipos foi macerado e 100mg de tecido
foliar foram utilizados para a extracdo de DNA.
O tecido vegetal utilizado para a construgéo
da biblioteca foi obtido com o kit de extracao
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen cat. No. 69106).
O DNA foi posteriormente quantificados atra-
vés do Thermo Scientific Nanodrop 8000 spec-
trophotometer (Wilmington, DE). As amostras
foram normalizadas a 10ng/ul e posteriormen-
te digeridas com a enzima de restricao ApeKlI,
de acordo com o protocolo descrito por Elshire
et al,. 2011, para construgédo da biblioteca ge-
ndémica. As cinco bibliotecas gendémicas ob-
tidas foram sequenciadas em cinco canais,
em trés flowcells distintas utilizando o equipa-
mento lllumina HiSeq2000 (McGill University-
Genome Quebec Innovation Center, Montreal,
QC, Canada).

O processo de filtragem dos SNPs foi
de acordo com o descrito por SONAH et al,.
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2013. O pipeline GBS identificou uma lista com
127.734 SNPs, no entanto a frequéncia alélica
ajustada em 0,05 proveu 15.947 SNPs valida-
dos na populagcido, o que permitiu a formula-
¢ao e criagao do banco de dados genotipicos
via marcadores moleculares de base unica.
Utilizando os SNPs validados, estudos anali-
saram a estrutura populacional dos genétipos.
A analise de componentes principais forneceu
meios de identificar o background genético
existente nos materiais brasileiros e plantas
introduzidas. A Figura 1 utiliza como eixos os
componentes principais 1 e 2, identificando
cada um dos materiais e diferenciando-os em
cultivares comerciais e plantas introduzidas.
Um cluster contendo materiais comerciais
€ claramente formado, no entanto algumas
plantas introduzidas compartiiham a mesma
regido, indicando uma constituigdo genética
semelhante aos materiais brasileiros. Contudo
uma ampla quantidade de materiais exéticos
apresentam caracteristicas genéticas dife-
rentes dos materiais comerciais utilizados no
Brasil, indicando fontes de variabilidade gené-
tica fundamentais para a conducao de estudos
com intuito de identificar novas fontes de re-
sisténcia a patogenos. A genotipagem de cada
um dos individuos bem como sua fenotipagem
serdo carregados junto ao banco de dados do
laboratério de selegao assistida da Embrapa
Soja para estudos futuros. Desse modo, con-
cluimos que a metodologia GBS pode prover
dados genotipicos fundamentais para auxilio
aos Programas de Melhoramento
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Figura 1. Estrutura populacional da populagéo de Glycine max (L.) Merrill estudada de acordo com os componentes
principais 1 e 2, cultivares comerciais brasileiras e plantas introduzidas (PI).foram plotadas de acordo com sua
constituicdo genotipica.



