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DETERMINACAO DO NUMERO DE MARCADORES RAPD PARA ESTUDOS
DA DIVERSIDADE GENETICA EM SOJA UTILIZANDO O METODO
BOOTSTRAP

BOOTSTRAP DETERMINATION OF THE NUMBER OF RAPD MARKERS FOR
STUDIES OF GENETIC DIVERSITY IN SOYBEAN
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RESUMO: Vinte e seis cultivares de soja pertencentes ao grupo de maturag@o tardio foram avaliados com
base em 85 locos RAPD, obtidos de 27 primers, submetendo-se os dados obtidos a técnica de bootstrap para determinar
o niimero minimo de locos necessarios para se ter uma boa precisdo nos estudos de diversidade genética. O procedimento
de bootstrap dos locos foi utilizado para estimar o coeficiente de variagao (CV) do indice de similaridade de Jaccard,
utilizando-se 1000 permutagdes. O nimero minimo de locos foi encontrado através da expressio x = [ a’b*(2b-1)/(b-
2)] "2 onde x_ € o ponto de maxima curvatura da fungdo, e corresponde a quantidade minima de locos a ser
amostrado no genoma. Foi obtido um coeficiente de determinacéo de 0,98, indicando um bom ajuste da curva estimada
aos dados observados. Para este conjunto de dados, o ponto de curvatura maxima foi x = 12,41, que corresponde a
um CV de 33 %, e indica que o uso de 12 a 13 locos marcadores proporcionaria a precisdo obtida para as estimativas.
O parametro b da equagéo representa uma medida da heterogeneidade entre bandas. O valor encontrado neste
estudo, de b = 0,426, mostra uma alta heterogeneidade entre bandas, ja que o valor maximo esperado para este
parametro ¢ de 0,5.

UNITERMOS: RAPD, Glycine max, Diversidade genética

INTRODUCAO

Atualmente existem diversas técnicas
moleculares disponiveis para a realizag@o de estudos da
diversidade genética, tanto de espécies nativas quanto
de espécies cultivadas. Nestas, o estudo com base em
marcadores moleculares é particularmente util, pois a
maioria das espécies cultivadas vem apresentando um
estreitamento da base genética, tornando-se cada vez
maior a necessidade de utilizacdo de técnicas que
detectem uma quantidade maior de polimorfismos. No
caso da soja esse estreitamento da base genética deveu-
se a utilizag@o repetida de pequeno niimero de genotipos

como genitores nas hibridagdes e a subseqiiente
endogamia sofrida ao longo das sucessivas geragdes de
autofecundagéo. De acordo com Hiromoto e Vello (1986),
esses eventos podem acarretar problemas como a
vulnerabilidade genética e a dificuldade em melhorar o
nivel atual de produtividade de gréos.

A escolha do marcador a ser utilizado em estudos
dessa natureza depende de varios critérios, como a
praticidade e custo da técnica, bem como do objetivo do
estudo. Neste sentido, os marcadores moleculares do tipo
RAPD tém-se constituido numa ferramenta importante
e amplamente utilizada para estes estudos.

Existem varios estudos na literatura utilizando
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marcadores RAPD para a analise da variabilidade e
caracterizagdo genética de cultivares (FRANCO et al.,
2001; MUHLEN et al., 2000). No entanto, um aspecto
que deve ser considerado ¢ a quantidade de marcas
necessarias para amostrar satisfatoriamente o genoma
da espécie em questdo. Um numero pequeno de marcas
pode comprometer a precisdo das inferéncias a serem
feitas, entretanto, a utilizagdo de um ntimero muito elevado
de locos marcadores pode inviabilizar o estudo de uma
quantidade grande de materiais, além de aumentar os
custos da pesquisa. Para se determinar o nimero minimo
de locos marcadores que ira fornecer uma boa precisdo
das estimativas obtidas a partir dos mesmos, tém-se
utilizado, mais recentemente, o0 método bootstrap. Este
método baseia-se na reamostragem de dados reais para
revelar algum padrdo neles presente. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi determinar o nimero minimo
de locos marcadores RAPD para avaliar a diversidade
genética em cultivares de soja de ciclo tardio.

MATERIAL E METODOS

Vinte e seis cultivares de soja pertencentes ao
grupo de maturagéo tardio foram avaliados com base em
85 locos RAPD, obtidos de 27 primers, submetendo-se
os dados obtidos a técnica de bootstrap para determinar
o nimero minimo de locos necessarios para se ter uma
boa precisdo nos estudos de diversidade genética. A
extragdo de DNA foi realizada de acordo com o método
CTAB descrito por Murray e Thompson (1980) e Rogers
e Bendich (1985), com modificagdes. O DNA foi
precipitado com isopropanol apds lavagem com etanol e
ressuspendido em tampdo TE. O DNA extraido foi
quantificado através de eletroforese em gel de agarose e
comparado com DNA de fago A de concentragdo
conhecida e diluido a concentragdo de 10 ng/uL. Foi
estabelecido um protocolo utilizando-se nas reagdes de
amplificagdo 25 uL contendo: 10 mM Tris-HCI pH 8.3;
50 mM de KCI; 5,0 mM MgCL; 1,25 mM de cada dNTP;
30 ng de primer (Operon Technologies), 30 ng de DNA
molde, 1 unidade de Taq Polimerase ¢ H,O q.s.p.. As
reacOes foram submetidas a amplifica¢do utilizando-se
uma etapa inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 48 ciclos
da sequéncia: 30 segundos a 92°C, 1 minuto e meio a
37°C e 1 minuto e meio a 72°C. Ao final dos 48 ciclos foi
realizada uma etapa final de extensdo de 5 minutos a
72°C. Todos os individuos foram genotipados quanto a
presenca (1) ou auséncia (0) de banda para todos os
primers utilizados.
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O procedimento de bootstrap dos locos foi
utilizado para estimar o coeficiente de variagdo (CV) do
indice de similaridade de Jaccard, utilizando-se 1000
permutacdes, de acordo com procedimento descrito por
Tivang et al. (1994). A analise foi realizada através do
software Dboot, desenvolvido por Coelho (2000).
Encontrou-se uma fung@o exponencial do tipo y = ax®
que melhor se ajustasse aos dados, e 0 nimero minimo
de locos foi encontrado através da expressdo x = [
a’b*(2b-1)/(b-2)] "** onde x_ € o ponto de maxima
curvatura da funcéo, e corresponde a quantidade minima
de locos a ser amostrado no genoma, para o conjunto de
gendtipos analisados, porém nem sempre considerada
ideal.

RESUSTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo representados os valores de
CV observados, bem como a curva ajustada de funcéo y
= 97,237 x %% Foi obtido um coeficiente de
determinagio de 0,98, indicando um bom ajuste da curva
estimada aos dados observados. Pode-se observar, através
da Figura 1, que a medida que o nimero de locos aumenta,
diminui o CV, como resultado de uma melhor amostragem
do genoma. No entanto, chega-se a um ponto em que o
aumento do nimero de marcas proporciona uma
diminui¢do muito pequena no coeficiente de variagéo,
contribuindo pouco para a melhoria da precisdo das
estimativas baseadas nesses marcadores. Isto deve-se
ao comportamento assintotico da curva em relagido ao
eixo X. Uma maneira de se determinar o nimero minimo
de marcas necessarias para se obter uma precisdo
satisfatoria das estimativas obtidas a partir desses dados
¢ o calculo do ponto de curvatura maxima da fungéo.
Para este conjunto de dados, o ponto de curvatura maxima
foi x_, = 12,41, que corresponde a um CV de 33 %, e
indica que o uso de 12 a 13 locos marcadores
proporcionaria a precisdo obtida para as estimativas. A
obtencdo da func¢do que melhor se ajusta ao conjunto de
dados permite a escolha, por parte do pesquisador, de um
nimero de marcas que lhe proporcione uma precisio
desejada. Assim, para se obter um CV de 15% seria
necessario o uso de 80 locos RAPD, e para um CV de
10% seriam necessarios 209 locos, considerando-se este
conjunto de dados obtidos. O parametro b da equagdo
representa uma medida da heterogeneidade entre bandas.
O valor encontrado neste estudo, de b = 0,426, mostra
uma alta heterogeneidade entre bandas, ja que o valor
maximo esperado para este pardmetro ¢ de 0,5.
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Figura 1. Valores observados e estimados de CV (%) em fung@o no nimero de marcas RAPD em soja. x_representa
o ponto de maxima curvatura da fungao.

CONCLUSOES pode ndo amostrar satisfatoriamente o genoma da espécie

em questdo, resultando em pouca precisdo das estimativas
Esse tipo de estudo permitiu um dimensionamento  obtidas a partir dos dados moleculares.

adequado do esforco e dos recursos a serem empregados

na obten¢do dos dados moleculares, uma vez que a ~AGRADECIMENTOS

obtenc¢do de um niimero muito elevado de marcas poderia

ndo levar a um aumento significativo na precisdo, Os autores agradecem ao CNPq pelo suporte

aumentando-se apenas os custos da pesquisa. Por outro  financeiro a esta pesquisa.

lado, a utilizacdo de um namero insuficiente de marcas

ABSTRACT: Twenty-six soybean cultivars belonging to the late maturity group were investigated on the
basis of 85 RAPD loci, obtained from 27 primers, submitting the data obtained to the bootstrap technique to determine
the minimum number of loci necessary to have a good precision in genetic diversity studies. The bootstrap procedure
over loci was used to estimate the coefficient of variation (CV) of Jaccard’s similarity index through 1000 permutations.
The minimum number of loci was found with the expression x_= [a*b*(2b-1)/(b-2)] 1/(2-2b) where x _is the point of
maximum curvature of the function, and corresponds to the minimum number of loci to be sampled in the genome. A
coefficient of determination of 0.98 was obtained indicating a good adjustment of the estimated curve to the observed
data. For this group of data, the point of maximum curvature was x_ = 12.41, which corresponds to a CV of 33%,
indicating that the use from 12 to 13 locus markers would provide the precision obtained for the estimates. Parameter
b of the equation represents a measure of the heterogeneity among bands. The value found in this study, b = 0.426,
shows a high heterogeneity among bands, since the expected maximum value for this parameter is 0.5.

UNITERMS: RAPD, Glycine max, Genetic diversity
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