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Resumo

A soja é um dos principais produtos da balan¢a comercial brasileira, respondendo por mais
de 10% do total das exportagdes do pais. No ano de 2007, o governo brasileiro estabeleceu
um consorcio de pesquisas em soja — denominado GENOSOJA — com o objetivo de identificar
caracteristicas genéticas que possam facilitar o processo produtivo da planta, com foco nos
diversos estresses que acometem a produgdo nacional, como a ocorréncia de secas, o ataque
de pragas e a doenga da ferrugem asiatica. Entre os objetivos do consércio esta a geragéo
de sequéncias de DNA e mRNA de cultivares brasileiros selecionados em programas de
melhoramento. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs; single nucleotide polymorphisms)
séo diferencas de uma base entre as sequéncias de DNA de individuos, cultivares ou espécies.
A identificagdo de SNPs tem uma grande aplicagdo em melhoramento de plantas, pois podem
ser utilizados como marcadores moleculares para genotipagem. Neste trabalho, os dados de
DNA e mRNA gerados pelo consércio GENOSOJA foram utilizados para identificacdo de SNPs
que podem colaborar na selecdo de cultivares de interesse, bem como na geracdo de novos
cultivares resistentes aos problemas da lavoura brasileira.

Introdugao

Soja (Glycine max) é o legume de maior importédncia econémica no mercado
internacional, com uma produ¢cdo mundial de aproximadamente duzentos e sessenta milhdes
de toneladas na safra 2010/2011 (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa
Soja). O Brasil aparece como o segundo maior produtor, com aproximadamente 30% da
producdo mundial. A producao de soja no Brasil é fortemente influenciada pelas condicbes
climaticas, como longos periodos de seca ou alagamento, e também por alguns ataques de
pragas da lavoura, como por exemplo, o fungo Phakopsora pachyrhizi (causador da doenga
ferrugem asiatica) e alguns nematoides. A solugdo para esses problemas esta nos programas
de melhoramento, aliados as descobertas de novas técnicas de plantio e preveng¢édo. Durante
varios anos de trabalho, alguns cultivares tolerantes e susceptiveis foram identificados e
isolados dessas regides. A genotipagem e o entendimento das bases moleculares desses
cultivares podem contribuir para a geragao de novos cultivares e ajudar na seleg¢ao assistida.

Polimorfismo de nucleotideo unico (SNP; single nucleotide polymorphism) &
uma mutacdo em uma base presente em ao menos 1% de uma populagdo. Os SNPs
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estdo presentes ao longo de todo o genoma e sdo importante fonte de variabilidade entre
individuos, cultivares ou espécies. A identificagcdo desses SNPs tem uma grande aplicagéo
em melhoramento de plantas, pois os mesmos podem ser utilizados como marcadores
moleculares para genotipagem. Recentes avangos nas tecnologias de sequenciamento de
DNA e mRNA (chamado de RNA-seq), tém revolucionado a area de melhoramento permitindo
a identificagao de SNPs em larga escala e com baixo custo de producdo. Esta metodologia &
preferencialmente aplicada para plantas que possuem o seu genoma sequenciado, permitindo
a identificagdo de SNPs em regibes codantes e intergénicas. Esse é o caso da soja, que possui
0 genoma completo sequenciado com todos os genes anotados (http://www.phytozome.net/
soybean.php).

Neste contexto, o consércio brasileiro do genoma da soja (GENOSOJA) foi criado
em 2007 com o objetivo de 1) produzir dados de DNA e mRNA de cultivares brasileiros com
fendtipos importantes e 2) analisar esses dados com ajuda de uma equipe multidisciplinar,
distribuida por varias instituicbes, de forma a entender os mecanismos moleculares dos atuais
cultivares e produzir novos cultivares que aumentem a producdo de soja no Brasil. Todos
esses dados estdo integrados e podem ser acessados pelos pesquisadores através do link
http://www.lge.ibi.unicamp.br/soybean (Nascimento et al., 2012).

Nesse trabalho os dados de RNA-seq e resequenciamento de DNA de cultivares
brasileiros gerados pelo consércio GENOSOJA foram utilizados para identificagdo de SNPs
utilizando o genoma da soja como referéncia. Esses SNPs podem ser Uteis para selegéo
assistida de cultivares de interesse e entendimento dos mecanismos moleculares dos
cultivares brasileiros de importancia agricola.

Materiais e métodos

A obtengcdo de um genoma ou transcriptoma de referéncia de alta qualidade é o
principal pré-requisito necessario para a utilizacdo da metodologia de identificacdo de SNPs.
Apds essa etapa os diferentes individuos, cultivares ou espécies podem ser sequenciados
com baixa cobertura (~30x) utilizando alguma das novas tecnologias de sequenciamento
disponiveis, por exemplo, 454 Life Sciences, lllumina Solexa e SOLID. Cada sequéncia
produzida pelo sequenciador, chamado de read, representa um fragmento de DNA, ou mRNA,
e o tamanho depende da tecnologia de sequenciamento utilizada (de 50 & 400 bp).

Os reads foram submetidos a um filtro de qualidade que descarta sequéncias com
alguma base com qualidade menor do que a nota phred igual a 20. Os reads dos diferentes
individuos foram alinhados na sequéncia de referéncia utilizando os softwares BWA (Li and
Durbin, 2010) ou SOAP (Li et al., 2009) para de DNA ou mRNA, respectivamente. O BWA
€ mais indicado para alinhamento em genoma, pois realiza um alinhamento mais robusto,
portanto mais demorado, levando em consideragdo eventos de insergdo e delegcdo (indels)
mais frequentes em regides intergénicas. Os resultados foram salvos no formato SAM.

A deteccdo de SNPs foi realizada com o pacote SAMtools programa pileup, que
identifica as variagbes diretamente no arquivo SAM. O software VarScan (Koboldt et al., 2009)
foi utilizado para 1) filtrar as variagbes baseados em contagem de reads alinhados na regiao,
qualidade das bases, ambiguidade de alinhamento e frequéncia alélica e 2) subtrair os SNPs
através da comparacgao entre dois cultivares. De acordo com os filtros, SNPs com qualidade
inferior a phred 15 foram descartados, assim como SNPs em regides de cobertura inferior a
20 e frequéncia do menor alelo inferior a 10%. Também foram descartados SNPs em regiédo
préximas a indels (10bp para ambos os lados) e em regides ricas em variagdes (com mais de 2
SNPs nos 20bp ao redor).

Para o caso de SNPs identificados dentro de regides codantes, os genes foram
classificados e agrupados em termos do banco de dados Gene Ontology usando o software
blast2go. A posi¢ao do gene polimérfico no cromossomo também foi contabilizada.

Resultados e discussao
A tabela abaixo resume os dados produzidos pelo consércio do GENOSOJA e que
estao sendo utilizados para identificagdo de SNPs.
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Tabela 1 — Sumario das bibliotecas utilizadas para identificagcdo de Polimorfismos

Biblioteca Cultivar Tipo Numero de sequéncias
Ferrugem Asiatica P11356- resistente mRNA 14.886.500
Ferrugem Asidtica P1230970 — resistente mRNA 13.894.355

Seca BR 16 — suscetivel mRNA 11.783.331

Seca Embrapa 48 — tolerante mRNA 30.520.738
Alagamento Embrapa 45 mRNA 25.281.310
Alagamento BR 4 mRNA 22.369.635
Nematoide MG/BR 46 mRNA 9.965.041
Nematoéide Chapaddes mRNA 115.559.517
Nermatdide TMG115RR mRNA 142.907.158

Ressequenciamento Conquista DNA Em andamento

O pipeline de identificagdo de SNPs esta sendo aplicado para todas as bibliotecas
descritas na tabela 1. As analises para as bibliotecas de RNA-seq (biblioteca subtrativa) de
estresse a seca (cultivares tolerantes e susceptiveis) estao finalizadas (Vidal et al., 2012) e os
resultados estao descritos nos paragrafos abaixo.

Apds a aplicagédo dos filtros de qualidade um total de 12,285,871 reads (tamanho de
45 bp) e 30,326,963 reads (tamanho de 76 bp) foram obtidos para os cultivares susceptiveis e
tolerantes a seca, respectivamente. O alinhamento desses reads nas sequéncias de referéncia
dos genes resultaram em 6,317,010 reads do cultivar susceptivel que foram alinhados em
9,698 genes, e para os cultivares tolerantes, 6,120,258 reads foram alinhados em 21,951
genes. Um total de 7,897 genes alinhados foram comuns para ambos os cultivares sendo
utilizados na identificagdo dos SNPs.

A identificagdo dos genes polimorficos foi realizada pelos softwares SAMtools pileup
e VarScan. Um total de 44,510 variagdes foi identificado, representando SNPs dentro dos
cultivares (SNPs entre alelos) e entre os cultivares. Os SNPs entre alelos representam a
maior parte dos polimorfismos identificados (~3 SNPs/gene) mas estes ndo sdo uteis como
marcadores moleculares. No entanto, foram identificados 165 SNPs entre os cultivares
susceptiveis e tolerantes num total de 127 genes. Estes genes foram submetidos a anotagéo
utilizado o banco de dados do Gene Ontology e a figura 1 resume as classes identificadas.

Diversas classes relacionadas a resposta a estresses representados por varios fatores
de transcricao (WRKY, MYB, Zinc Finger, Homeodomain-ZIP) foram identificados. Todos esses
polimorfismos identificados s&do fortes candidatos a marcadores moleculares para selegao
assistida.

Conclusao

A identificacao de SNPs especificos entre cultivares pode ser uma ferramenta muito til
para o programa de melhoramento. O consoércio GENOSOJA esta gerando dados de
sequenciamento de DNA e mRNA de diversos cultivares brasileiros de interesse agricola que
estdo sendo utilizados para identificacdo de SNPs em larga escala produzindo centenas ou
milhares de marcadores moleculares. A aplicacdo dessa metodologia na identificacdo de SNPs
entre cultivares susceptiveis e tolerantes a seca mostraram a presenga de polimorfismos em
genes relacionados a resposta ao estresse e fatores de transcrigdo, tornando-se bons
candidatos para a producéo de transgénicos e para o programa de melhoramento.
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Figura 1: Classificagdo baseada no Gene Ontology dos 127 genes com polimorfismo
entre cultivares susceptiveis e tolerantes a seca
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