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RESUMO GERAL

SANTOS, KARLA RODRIGUES COUTO. Mapeamento de QTLs ligados a
resisténcia parcial da soja a ferrugem asiatica. 2015. 109f. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia'.

A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P.
Syd.), € considerada altamente agressiva. As plantas de soja sdo suscetiveis ao fungo em
todos os estddios de crescimento e as perdas podem ser de até 80%. As pesquisas t€m se
concentrado na obtencdo de gendtipos resistentes por meio de alelos dominantes ou
recessivos, que condicionam a resisténcia vertical (qualitativa), mas a estabilidade desse
tipo de resisténcia ndo € durdvel. A identificacdo de cruzamentos promissores que
possam ser utilizados para desenvolvimento de genétipos com resisténcia horizontal
(quantitativa) pode ajudar a aumentar a longevidade das cultivares recomendadas.
Entretanto, esse tipo de resisténcia estd condicionado as varidveis ambientais que
podem dificultar a selecdo. Desse modo, este trabalho objetivou ranquear cruzamentos
quanto a resposta a ferrugem asiatica, por meio de suas estimativas genéticas e ganhos
preditos, a fim de identificar o/os cruzamentos mais promissores. Objetivou-se, ainda,
identificar QTLs associados a resisténcia a ferrugem asidtica da soja em duas diferentes
geracOes derivadas do mesmo cruzamento. Foram ranqueados dez diferentes
cruzamentos, derivados de sete genétipos em diferentes combinacdes, e destes o
cruzamento entre os gendtipos IAC 100 (Resistencia Parcial) e BRS CaiapOnia
(Suscetivel) foi o mais promissor. Para o mapeamento dos QTLs foram utilizadas 87
progénies F, derivadas deste cruzamento, previamente fenotipadas a campo. A partir
dos dados da fenotipagem foram confeccionados dois bulks segregantes de DNA que
foram empregados para a avaliagdo primers SSR (Simple Sequence Repeats). Destes 38
foram polimérficos para os parentais e os bulks. Um mapa de ligacdo, para a geracdo Fq,
foi obtido baseado em 29 marcadores SSR, distribuidos em nove grupos de ligacdo,
cobrindo 285,9 cM do genoma. Seis QTLs foram mapeados em quatro destes grupos
(C2, D2, G e N), dos quais dois QTLs foram responsaveis por 37,05 % da variacdo
fenotipica para a resisténcia a ferrugem asidtica da soja. O mapa de ligacdo construido
para a geracdo F7, foi semelhante ao mapa da geracdo Fs4, cobrindo 266 cM. Quatro dos
seis QTLs mapeados na geracdo F, foram também identificados na geracdo F,
demostrando estabilidade para essas regides genomicas contribuindo para a resisténcia
horizontal a ferrugem asiética.

Palavras-chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, resisténcia horizontal, SSR,
marcadores moleculares, melhoramento.

!'Orientador: Fernando Cézar Juliatti — UFU.
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ABSTRACT

SANTOS, KARLA RODRIGUES COUTO. QTL mapping for partial resistance of
soybean asian rust 2015. 109f. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia'.

The asian soybean rust is caused by Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Syd.) fungus,
is considered a very aggressive disease. Soybean plants are susceptible to asian rust at
any developmental stage and, in many cases, yield losses may reach 80%. Cultivar
development has been concentrated in using resistance (vertical) expressed by single
major dominant or recessive genes, but there is a common understanding that this type
of resistance may not be durable. Identifying promising crossing that can be used to
develop genotypes with horizontal resistance (quantitative) will certainly help increase
the longevity of the recommended cultivars. However, this type of resistance is subject
to environmental variables that may difficult the selection. Consequently, this work has
the objective to ranking crossings on the response to asian rust through their genetic
estimates and predicted gains in order to identify the most promising crossings. The
objective was also to identify QTLs associated with resistance to asian rust in soybeans
in two different generations derived from the same crossing. Were ranked ten different
crosses derived from seven cultivars in different combinations of these and the crossing
of the cultivars IAC 100 (Partial Resistencia) and BRS Caiaponia (Susceptible) was the
most promising. For the mapping of QTLs were used 87 F4 progeny derived from this
cross, previously phenotyped at field. From the phenotyping data were prepared two
DNA bulks that were used for the evaluation of 89 pairs of primer SSR (Simple
Sequence Repeats). Of these 38 were polymorphic for the parents and the bulks. A
linkage map for the F; generation was obtained based on 29 SSR markers distributed in
nine linkage groups, covering 285.9 ¢cM genome. Six QTLs were mapped at four of
these groups (C2, D2, L and N), two QTLs were detected for greater effect, accounting
for 37.05% of the phenotypic variation for resistance to soybean rust. The linkage map
constructed for the F; generation was virtually identical to map the F, generation,
covering 266 cM. Four of the six QTLs mapped in the F, generation were also identified
in the F; generation, showing stability for these genomic regions contributing to the
horizontal resistance.

Keywords: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, horizontal resistance, SSR, molecular
markers, breeding.

' Adviser: Prof. Fernando Cezar Juliatti — UFU.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO GERAL

No cendrio agricola mundial, existem grandes desafios quanto ao fornecimento de
alimentos a uma populacdo com crescimento exponencial, de forma que haja 0 minimo de
impacto ao ambiente. A soja (Glycine max (L.) MERRIL) € a principal oleaginosa produzida
no mundo, € a espécie mais cultivada no Brasil, sendo responsavel por cerca da metade do

6leo vegetal produzido e 20% do valor de exportagdes do agronegdcio brasileiro.

Entretanto, vérios fatores limitam o cultivo da soja, entre eles estd a ocorréncia de
pragas e doencas. No Brasil foram identificadas aproximadamente quarenta doengas causadas
por fungos, bactérias, nematdides e virus que atacam a cultura da soja. A importancia
econdmica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para regido, dependendo das
condicoes climaticas de cada safra. Nesse cendrio o fungo Phakopsora pachyrhizi (SYDOW;
SYDOW), causador da ferrugem asidtica da soja, é considerado o agente de maior
importancia na cultura, possuindo um potencial de redu¢do de produtividade maior que 75%,

0 que o torna uma grande ameaca para a producao nacional.

Entre as estratégias para o controle da doenca, o uso da resisténcia genética €
considerada a mais eficiente, em ambito socioecondmico e ambiental. Assim, os programas de
melhoramento genético da soja conduzidos no Brasil tém visado lancar gendtipos que, além
de apresentar altos rendimentos, também apresentem resisténcia a doenga. Alguns genétipos
resistentes ja foram desenvolvidos, porém, devido a alta variabilidade genética do fungo, essa
resisténcia € rapidamente superada. Por isso, € necessdria a obtencdo de um maior nimero de
gendtipos superiores que apresentem caracteristicas que contribuam com uma alta produgao,

mesmo sob a atuagdo do patégeno.

Contudo, pouco se sabe a respeito da resisténcia da soja a P. pachyrhizi € poucos sao 0s
genes parciais de resisténcia conhecidos. Dessa forma, sdo necessarios estudos bdsicos
visando identificar novos gendtipos resistentes, bem como os mecanismos moleculares

envolvidos no processo.

Uma importante ferramenta que auxilia os programas de melhoramento que visam
resisténcia a ferrugem asidtica da soja sdo os marcadores moleculares, esses, diferentemente
dos marcadores morfolégicos, sdo independentes dos efeitos ambientais e estadios
fisiolégicos da planta, além de apresentarem um alto nivel de polimorfismo distribuido ao
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longo de todo genoma. O marcadores Microssatélites sdo amplamente utilizados por
apresentarem alta reprodutibilidade, simplicidade de uso além de serem codominantes, o que
¢ extremamente importante para distinguir gendtipos homozigotos de heterozigotos. A
identificacdo de marcadores ligados a resisténcia possibilita a selecdo assistida, diminuindo o

tempo gasto nos programas de melhoramento para obtengdo de novas cultivares.

Portanto, os objetivos principais deste trabalho foram ranquear cruzamentos
promissores quanto a ferrugem asidtica da soja, além de identificar, mapear e quantificar os
efeitos de QTLs envolvidos na resisténcia a essa doenca utilizando marcadores moleculares

Microssatélites.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A cultura da soja

A soja cultivada comercialmente (Glycine max (L) Merrill) € uma planta herbécea,
incluida na classe Dicotyledoneae, ordem Rosales, familia Leguminosae, subfamilia das

Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género Glycine L., espécie max. (GAZZONI, 1994).

A soja é uma planta autégama, possui 2n=40 cromossomos, de ciclo anual, geralmente
de porte ereto, ramificada esparsamente, com um tipo de crescimento arbustivo e com folhas
trifolioladas alternas de foliolos ovalados. As flores sd@o brancas ou roxas com vdrias
tonalidades, localizadas em racemos curtos ou axilares e, ou, terminais sobre, pequenos
pedinculos. As vagens sdo retas ou ligeiramente curvadas, contendo cada uma, de uma a
quatro sementes. As cores variam de amarelo-claro a verde oliva, ou marrom a preto-

avermelhado (BOREM, 2005).

Uma das referéncias mais antigas de sua origem foi feita baseada na ocorréncia da
forma selvagem Glycine ussuriensis, na China, Manchdria e Coréia, portanto referindo-se a
essa leguminosa como nativa da Asia oriental (SANTOS, 1988). Vavilov (1951) cita a soja
como origindria do Centro Chinés, drea que se situa nas regides montanhosas da China central
e ocidental, junto as terras baixas adjacentes. A partir da China, a soja se expandiu para outras
partes da Asia, sendo disseminada, posteriormente, para a América do Norte, Europa e

América do Sul (BONETTI, 1981).

Atualmente, os lideres mundiais na producdo de soja sdo: Estados Unidos responsdvel
por 32,21% da producdo mundial, seguido pelo Brasil com 30,56% da producdo, Argentina
com 19,03% e China com 4,30% da producdo (FAO, 2015).

No Brasil, a soja foi introduzida primeiramente na Bahia, em 1882. Até meados dos
anos 30 as regides produtoras de soja no Brasil se restringiam a Bahia, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul, a primeira exportacdo de soja brasileira foi realizada no ano de 1949
(BOREM, 2005). A alta do prego da soja no mercado mundial, em meados de 1970, a politica

favordvel aos produtos de exportacdo, e o fracasso da cultura do café em algumas regides,
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favoreceu a grande expansdo da cultura da soja no cendrio da agricultura brasileira (CNPSO,

2015).

O Brasil possui vantagem competitiva em relacdo aos outros paises produtores, pois o
escoamento da safra brasileira ocorre na entressafra americana, quando os pregos atingem as
maiores cotacdes. O grande interesse na cultura e a alta rentabilidade impulsionaram
investimentos em tecnologia para adaptacdo da cultura as condi¢des climaticas brasileiras. Os
investimentos em pesquisa levaram a "tropicalizacdo" da soja, permitindo, pela primeira vez
na historia, que a semente fosse plantada, com sucesso, em regides de baixas latitudes. Essa
conquista dos pesquisadores brasileiros revolucionou a histéria mundial da soja e seu impacto
comecou a ser notado pelo mercado a partir do final da década de 80 e mais notoriamente na

década de 90, quando o preco do grao comecou a reduzir (EMBRAPA, 2015).

A soja € a cultura mais plantada no Brasil. Desde o inicio da producdo comercial até a
safra de 2013/14, a drea cultivada nacional aumentou de 702 para 30,173 milhdes de hectares,
a producdo de 457 para 86,120 milhdes de toneladas e a produtividade média de 651 para
2.854 kg/ha (BONATO; BONATO, 1987; CONAB, 2015). Os principais estados produtores
sdo Mato Grosso, Parand, Rio Grande do Sul e Goids, esses quatro estados representam

aproximadamente 67% de toda a producdo (CONAB, 2015).

As doencas que incidem nos campos de producdo sdo limitadoras do rendimento, da
lucratividade e do sucesso da produ¢do. Anualmente o produtor chega a perder de 15 a 20%
de sua safra devido a ocorréncia de doencas. No mundo sdo relatadas mais de 100 doencgas
diferentes na cultura da soja. No Brasil, em torno de 40 doencas causadas por fungos,
bactérias, nematodides e virus ja foram identificadas. Esse nimero tende a aumentar devido a
expansdo da cultura para novas dreas de cultivo e também como consequéncia da monocultura
(HENNING, 2009). Dentre as doengas que acometem a sojicultura, a ferrugem asidtica tem

sido considerada como uma das mais importantes.
2.2. Ferrugem asiatica da soja

Duas espécies do gé€nero Phakopsora incidem na cultura da soja, Phakopsora
meibomiae (Arthur) e Phakopsora pachyrhizi (Sydow). P. meibomiae, agente causal da
ferrugem americana, foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1979, mas o fungo raramente

causa danos econdmicos. Enquanto que P. pachyrhizi causadora da ferrugem asidtica, €



considerada uma espécie altamente agressiva (JULIATTI et al., 2004; GOELLNER et al.,
2010).

A ferrugem asidtica da soja foi descrita primeiramente no Japdo em 1902 e
posteriormente, por volta de 1914, surgiu de forma epidémica em outros paises asiiticos
(SCHNEIDER et al., 2005). No continente africano, foi detectada inicialmente em 1990 e
hoje é possivel ser observada em paises como Zimbébue, Uganda, Zambia e Africa do Sul.
No continente americano, o primeiro foco de ferrugem asidtica foi detectado no Paraguai, em
2001 e neste mesmo ano confirmado no Brasil. Apds sua deteccdo, a ferrugem asidtica se
espalhou por todo o Brasil, Paraguai, Bolivia e parte da Argentina (YORINORI, 2004;
JULIATTT et al., 2004). Nos Estados Unidos, a ferrugem foi primeiramente detectada em
2004, em parcelas experimentais de soja da Universidade Estadual da Louisiana
(SCHNEIDER et al., 2005), sendo posteriormente detectada em outros estados americanos,
como a Florida, Alabama, Arkansas, Mississippi, Missouri e Carolina do Sul, os quais ainda

enfrentam problemas para o seu controle (JORGE, 2014).

O fungo P. pachyrhizi pertence ao filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem
Pucciniales e familia Phakopsoraceae (INDEX FUNGORUM, 2015). Como todos os agentes
causais das ferrugens, o fungo P. pachyrhizi € um parasita obrigatdrio e sua manutencao no
ambiente depende de hospedeiros vivos. Na falta da soja no campo, sua sobrevivéncia é
dependente de hospedeiros alternativos como feijao e plantas voluntarias (YORINORI et al,

2006).

A dispersdo do patégeno ocorre, principalmente, pelo vento, podendo atingir grandes
distancias. Os ureddsporos constituem o indculo responsdvel pelas epidemias, pois sdo
facilmente removidos das urédias, e carregados pelo vento, quando as folhas estdo secas
(REIS et al., 2006). Ap6s a deposicao do esporo nas folhas sadias, ocorre a sua germinagdo e
penetracdo pelos estomatos ou diretamente pelas células da epiderme, a formagdo de
apressorios nem sempre € observada (DEISING et al., 2000; ZAMBENEDETTI et al., 2007;
GOELLNER et al., 2010).

A doenca manifesta-se de forma irregular, dependendo das condi¢bes ambientais
como umidade e temperatura. O processo de infeccdo depende da disponibilidade de dgua
livre na superficie da folha, sendo necessario no minimo 6 h, com um méximo de infeccao

ocorrendo com 10-12 h de molhamento foliar. Em temperaturas 6timas entre 17 e 27 °C, a
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germinacdo dos uredini6sporos ocorre em 1 a 4 h apds deposicdo (WARD et al., 2012). A
infeccdo é favorecida por temperaturas entre 15 a 28 °C e umidade relativa do ar entre 75 e

85% (ALVES et al., 2006).

O sintoma da doenga € caracterizado por pequenos pontos com menos de 1 mm de
diametro, de coloracdo pardo-avermelhada, na parte superior das folhas. Na parte inferior da
folha, a lesdao € de coloracdo castanho-clara a castanho-escura, tendo uma pequena elevacdo
no centro, de coloragdao mais clara. Esta parte mais clara do centro constitui a cuticula que
cobre a massa de uredésporos produzida no interior do tecido da folha. A coloracdo das lesdes
varia com a idade e a interacdo com o hospedeiro, por isso sdo classificadas como do tipo
castanho clara com muitos soros urediniais e abundante esporulacdo (TAN) ou castanho-
avermelhada com poucos soros urediniais € com pouca ou nenhuma esporulagdo (RB -
Reddish Brown). As lesdes TAN caracterizam genétipos suscetiveis a ferrugem, enquanto que
as lesdes RB, caracterizam a reacdo de resisténcia dos gendtipos (JULIATTI et al., 2004;

BONDE et al., 2006).

A ferrugem asidtica reduz a atividade fotossintética pela destruicio dos tecidos
foliares, causando desfolha prematura e reducdo do ciclo da planta, impedindo a plena
formacdo dos graos. De acordo com Yang et al. (1991), quanto mais cedo a doenga atingir a
cultura e causar desfolha, menor serdo os graos e maiores as perdas na produ¢do. Reducdes
significativas na produtividade de soja causadas pela ferrugem asidtica t€m sido reportadas na
maioria dos paises Sul e Sudeste-Asidticos e Austrdlia. A doenga também tem sido reportada
na Africa, América Central, América do Sul e Caribe. Quase todos os paises tropicais e
subtropicais tém verificado a ocorréncia da ferrugem asidtica da soja, causando perdas
elevadas, essas perdas variam, dependendo do momento em que ela incide na cultura, das
condicdes climdticas e do manejo da cultura, podendo chegar a 80% (BROMFIELD, 1984;
PANDEY et al., 2010).

No Brasil, na safra 2008/09, houve incidéncia de P. pachyrhizi em todos os estados
produtores, exceto Roraima e esta doenca causou perdas em grdos para o Brasil de
aproximadamente a 571,8 mil toneladas de graos ou U$ 71,7 milhdes, considerando o preco

médio de U$ 230,65 a tonelada de soja. (CAF, 2015).

Algumas estratégias podem ser usadas para o controle da doenga. O uso de defensivos

agricolas € a mais tradicional. Vérios tipos de fungicidas podem ser utilizados, dentre eles os



triazois, fungicidas do grupo dos inibidores da biossintese de ergoesterol, usados em
formulacdes simples ou em misturas com as estrobilurinas, que inibem a respiracao
mitocondrial do fungo (BARLETT et al., 2002; JULIATTI et al., 2004; JULIATTI et al,,
2010) e ainda os fungicidas do grupo dos benzimidazdis, inibidores da sintese de DNA
(GODOY; CANTERI, 2004). O grande problema da utilizacdo de fungicidas no controle da
doenca estd relacionado ao aumento do custo de producdo e ao impacto ambiental que estes

produtos quimicos podem causar (CAF, 2010).

Outras estratégias devem ser utilizadas a fim de contornar os riscos € diminuir o custo
de controle da doenca. Uma delas € a ado¢do do vazio sanitdrio. O vazio sanitdrio é definido
como um periodo no qual € proibido cultivar, implantar, bem como manter ou permitir a
presenca de plantas de soja vivas em qualquer fase de desenvolvimento. Neste periodo,
apenas dreas de pesquisa cientifica e de producdo de semente genética, devidamente
monitorada e controlada, sdo liberadas para o cultivo. Ele visa reduzir a quantidade de
uredésporos no ambiente durante a entressafra e, dessa forma, diminuir a possibilidade de
incidéncia precoce da ferrugem asidtica. Apenas quatro estados produtores ndo adotam o

vazio sanitario: Roraima, Piaui, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. (CONAB, 2015).

A utilizacdo de plantas precoces também pode ser eficiente no controle, pois, essas
plantas apresentarem um curto periodo reprodutivo possibilitando a colheita precoce, o que
diminui o tempo que o patégeno tem para se multiplicar na lavoura (YORINORI;

LAZZAROTTO, 2004).

Entretanto, dentre as estratégias utilizadas, a melhor forma para o controle a doenca é
a utilizacdo de gendtipos resistentes. Porém, existe um nimero pouco significativo de
gendtipos que apresentam esta caracteristica, o que torna de grande utilidade estudos e
trabalhos que visam o desenvolvimento de cultivares com resisténcia a ferrugem (MORALES

et al., 2012).



2.3. Resisténcia genética

A obten¢do de cultivares resistentes a ferrugem asiatica é a melhor estratégia para o
controle duradouro e efetivo da doenga Nesse caso, dois tipos de resisténcia podem ser

considerados: vertical e horizontal.

A resisténcia vertical é geralmente controlada por poucos genes de efeito principal, de
caracterfstica qualitativa, possuindo heranca monogénica e sendo uma forma de resisténcia
raca-especifica pouco influenciada pelo ambiente. Estes genes atuam através de uma reacao
de hipersensibilidade, podendo ainda aparecer imunes ou inibir o processo de reproducdo do

fungo ou afetando o indculo inicial do fungo (AGRIOS, 2005).

Seis loci com genes que conferem resisténcia vertical a P. pachyrhizi ja foram
descritos, sdo os chamados de Rpps (sigla derivada de resistence to P. pachyrhizi): Rppl
(primeiramente identificado na Planta Introduzida, PI-200492), Rpp2 (P1-230919), Rpp3 (PI-
462312), Rpp4 (P1-459025) (BROMFIELD; HARTWIG, 1980; HARTWIG, 1986, GARCIA
et al., 2008), rpp5 (PI-200456) (GARCIA et al., 2008), e Rpp6 (PI-567102B) (LI et al.,
2012),; rpp2 [7] (PI-224270) (CALVO et al., 2008) e Rpp? (Hyuuga) (MONTEIROS et al.,
2007). Todos esses genes conferem resisténcia, exceto Rppl que confere imunidade, a algum

isolado de P. pachyrhizi (MILES et al., 2007; CHEN et al., 2015; YU et al., 2015).

Todos os seis loci ji4 foram geneticamente mapeados: Rppl, Rpp4 e Rpp6 foram
mapeados em trés diferentes regides do cromossomo 18 (HYTEN et al., 2009; SILVA et al,,
2008; LI et al., 2012), Rpp2 no cromossomo 16 (SILVA et al., 2008), Rpp3 no cromossomo 6
(HYTEN et al., 2009), e Rpp5 no cromossomo 3 (GARCIA et al., 2008). Um novo alelo do
gene Rppl, descrito como RppI-b, foi mapeado na PI-594583A (KIM et al., 2012). O alelo
recessivo rpp2 também foi identificado na PI-230970 na mesma regido do alelo dominante
Rpp2 (GARCIA et al,, 2008). Para o gene Rpp5 foram descritos 3 diferentes alelos, incluindo
um alelo com dominancia completa em PI-200526 e PI-200487, um alelo com dominancia

incompleta na PI-471904 e um alelo recessivo na PI-200456 (GARCIA et al., 2008).

A resisténcia horizontal é geralmente conferida por vérios genes de efeitos
secunddrios, caracteristica quantitativa, sendo comumente interpretada como uma heranca
poligénica. Essa resisténcia se deve a somatdria de efeitos de cada gene, que irdo contribuir

para a resisténcia a doenca (RAMALHO, 2008). Diferentemente da resisténcia vertical, esta
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ndo é considerada especifica para uma raga do patégeno. Em geral, este tipo de resisténcia nao
protege a planta da infeccdo pela doenca, porém reduz a intensidade da doenga, pois afeta o
desenvolvimento do patégeno (GLADIEUX, 2011; MCDONALD; LINDE, 2002). A maior
dificuldade para trabalhar com este tipo de caracteristica esta relacionada com as dificuldades

de contornar os efeitos ambientais (AGRIOS, 2005).

Uma caracteristica importante que desfavorece a utilizacio de cultivares com genes de
resisténcia vertical estd relacionada a sua baixa durabilidade. Devido a grande variedade de
isolados, a acdo destes genes pode ser superada pelo surgimento de um isolado mais efetivo
(WALKER et al.,, 2011). Os genes Rppl e Rpp3 s6 foram efetivos contra a ferrugem no Brasil
nos dois primeiros anos apos o aparecimento da doenca (ARIAS et al., 2004). Enquanto que

Rpp3, Rpp4 e Rpp5 s6 demonstram eficiéncia em algumas partes do pais (MORALES, 2012).

A baixa durabilidade destes genes pode ser explicada pela teoria elaborada por Flor
(1971), que demonstrou que a coexisténcia entre planta e seu patdgeno estd relacionado com
um processo de evolucdo de ambos os lados (AGRIOS, 2005). Este conceito evolutivo €
conhecido como teoria gene-a-gene, usualmente observado em genes de resisténcia vertical a
vérias doengas em plantas. Esta teoria utiliza o conceito de que para cada gene de resisténcia
da planta hospedeira, existe um gene correspondente no patégeno que ird conferir ou nao
viruléncia do patégeno. Desta maneira a expressio do gene de resisténcia da planta
hospedeira ndo s6 dependente de seus genes de resisténcia, mas também dos genes de
viruléncia do patégeno. Assim, a indug¢do da resposta de defesa da planta hospedeira €
iniciada através do reconhecimento de moléculas sinalizadoras especificas (elicitoras) que sdao
codificadas pelo gene Avr do patégeno. Estas sdo reconhecidas por proteinas presentes nas
células vegetais codificadas pelo gene R da planta hospedeira. Este reconhecimento gera uma
cascata de eventos de transducao de sinais que ativard o processo de defesa da planta. Quando
0 patdgeno ndo possui o correspondente gene Avr, este ndo serd reconhecido pelo hospedeiro
e desta maneira ndo ativard o mecanismo de defesa da planta, o que possibilitard o
crescimento e desenvolvimento do patégeno que supera a resisténcia vertical (AGRIOS,

2005)

Devido as dificuldades associadas com a identificacdo de cultivares de soja com
resisténcia para todos os isolados de P. pachyrhizi, e a inefetividade da resisténcia raca —

especifica, as pesquisas bdsicas tém sido direcionadas para obtencdo de cultivares com
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resisténcia parcial a doenca, o que permite uma resisténcia duradoura contra o patdégeno

(GOELLNER et al., 2010).
2.4. QTL (Quantitative Trait Loci)

QTL (Quantitative Trait Loci, em portugués, Loci de Caracteres Quantitativos)
corresponde a uma regido do DNA onde genes com heranga poligénica, de efeito menor, estao
associados atuando em um cardter especifico (COUTO et al., 2010). Estes genes contribuem
com uma pequena parcela do efeito sobre o fenétipo, causando uma variagdo continua na
caracteristica em estudo. Existem QTLs associados a diversas caracteristicas dentro de um
genoma, que podem estar localizados em um mesmo Cromossomo ou em Cromossomos
diferentes, e muitas vezes a influéncia de um QTL sobre uma determinada caracteristica pode
ser influenciada por outro QTL. Se um pequeno niimero de QTLs (1-3) explicar grande parte
da variacdo fenotipica, a caracteristica pode ser trabalhada como se fosse qualitativa,

utilizando selecao assistida por marcadores (BROGIN, 2005).

Em soja, foi reportada a presenca de QTLs relacionados a varias caracteristicas, como
por exemplo, ao tamanho e forma de foliolos, a determinacdo da época de florescimento, a
coloragdo da pubescéncia e de florescimento e maturacdo (YAMANAKA et al., 2001). Foram
relatados também QTLs associados a resisténcia a varios fungos causadores de prejuizos as
lavouras de soja, como Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco (IQUIRA et al,
2015), Phialophora gregata, responsdvel pela podridio parda da haste (LEWERS et al,
1999), Fusarium solani f. sp. glycines, responsédvel pela sindrome da morte subita (FARIAS
NETO et al., 2007; ACHARYA et al., 2015), Phytophthora sojae, causador da podridao de
semente (WANG et al., 2012) e Septoria glycines, responsédvel pela septoriose ou mancha-
parda (BROGIN, 2005). Além destes, existem outros trabalhos que identificaram QTLs de
resisténcia a nematdides de galha (WANG et al,, 2006; TAMULONIS et al., 1997) e
nematoide do cisto (SCHUSTER et al., 2001; WEBB et al., 1995; FERREIRA et al., 2011) e
de resisténcia a insetos (KOMATSU et al., 2005; TERRY et al., 2000).

A influéncia do ambiente sobre a expressao fenotipica dos genes relacionados ao QTL
€ uma caracteristica que dificulta o trabalho dos melhoristas. O fato de estes genes possuirem
efeito secunddrio, quando comparado a genes qualitativos, faz com que sejam mais
influenciados pelo ambiente, o que dificulta a selecdo dos melhores genétipos (FALCONER;

MACKAY, 1996). Para o estudo de caracteres quantitativos, o ideal € avancar a geracao
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originada até onde a homozigose predomina (F;, Fs...), pois o alto indice de homozigose
diminui a possibilidade de segregacdo destes genes dentro da populacdo. Além disto, €
importante também que as populacdes do mapeamento de QTLs sejam avaliadas em
condicdes ambientais variadas, como locais de plantio, épocas de semeadura e anos
diferentes. Assim, pode-se ter uma estimativa da influéncia do ambiente sobre a caracteristica.
Uma ferramenta para a avaliacdo de QTLs € a utilizacdo de marcadores moleculares, pois
esses detectam o polimorfismo diretamente no genoétipo, eliminando a influencia do ambiente

que € expressa no fenétipo (SOUZA, 2001).

O mapeamento de QTLs é uma alternativa ao controle da doenga, visto que permite a
identificacdo de genes de efeitos menores, mas importantes para a interacdo da planta com o
patégeno (WANG et al., 2010). No caso da ferrugem asidtica da soja, o grande interesse na
utilizacdo de QTLs esta relacionado ao seu efeito prolongado quando comparado a genes de
resisténcia vertical, visto que vdrios isolados do patégeno ndo conseguem superd-lo, o que
dificulta o desenvolvimento da doenca (PIEROZZI, 2007; JORGE et al., 2015), além de que
gendtipos com esses genes tornam-se mais estaveis para a convivéncia com os varios isolados
de ferrugem asidtica da soja (RIBEIRO, 2006; SILVA, JULIATTI, SILVA, 2007). Foram
detectados genes de resisténcia horizontal em algumas cultivares de soja, como a Mineira,
Vila Rica FT-1, Ivai, IAC-4, BR-4 ¢ Unido (ZAMBOLIM et al.,, 1983), SER-B15-A
(HARTMAN et al., 2004), Potenza e IAC 100 (SILVA, JULIATTI, SILVA, 2007). O maior
problema enfrentado para deteccdo destes genes € a dificuldade na realizacdo de avaliacdes
periddicas de severidade da doenca no material a ser estudado (BROMFIELD, 1984), pois é
necessdrio um esforco demasiado para realizar a quantificacdo destes genes, o que limita e

muito seu uso.
2.5. Marcadores moleculares

A atuagdo do melhoramento genético cldssico tem influenciado de maneira decisiva o
aumento da producdo agricola no mundo. Para isso, € necessdrio um conhecimento da
constituicdo genética das espécies e obten¢do de ganhos no melhoramento genético. O termo
marcador indica que sua fun¢do €, entre outras, identificar algo. Esses marcadores podem ser

classificados em: citolégicos, bioquimicos e genéticos (BOREM; MIRANDA, 2005).

Marcadores genéticos sdo caracteristicas que diferenciam dois ou mais individuos e

sdo herdados geneticamente (RAMALHO, 2008). Estes sdo utilizados para a deteccdo de
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polimorfismo, onde seqii€éncias pertencentes ao mesmo loco sdo representadas em uma
espécie por duas ou mais formas alélicas diferentes entre si. Estes podem ser classificados em

morfolégicos ou moleculares (PIPOLO et al., 2006).

Os marcadores morfolégicos foram os primeiros marcadores utilizados, em geral
fendtipos de facil identificacdo visual, como nanismo, cor de pétala, morfologia foliar, entre
outros, a base genética desse marcador consiste na proximidade fisica dele com o gene que
controla a caracteristica de interesse, assim, a selecdo desse marcador resulta na selecdo
indireta do gene de interesse agrondmico (RAMALHO, 2008). Marcadores morfologicos
contribuiram significativamente para elucidar a ligacdo entre o gene e um determinado
fendtipo de interesse, contribuindo para o entendimento da andlise de ligacdo génica e a
construcdo das primeiras versdes dos mapas genéticos. Entretanto, o numero reduzido de
marcadores morfolégicos distintos reduz a probabilidade de se encontrar associagdes
significativas entre esses marcadores e os caracteres de importancia agrondmica, limitando

sua utilizagio (GUIMARAES; MOREIRA, 1999).

A introducgdo de técnicas de genética molecular aconteceu no inicio da década de 80 e
desde entdo a caracterizacdo, identificagdo e mapeamento genético estdo sendo realizados
com maior seguranca e eficiéncia (BERED et al, 1997). Os marcadores moleculares
permitem a selecdo por meio do gendtipo devido sua neutralidade em relagdo aos efeitos
ambientais com pouco ou nenhum efeito de epistasia ou pleiotropismo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA,1998; LANZA et al., 2000), podendo ser utilizados em vérios estagios de
desenvolvimento da planta, além de permitirem a andlise a partir de pequenas amostras de
tecidos vivos, liofilizados ou até fossilizados, desde que uma quantidade suficiente de DNA

possa ser obtida (YAMANAKA, 2015).

Atualmente, estdo disponiveis diversas técnicas de biologia molecular para a detec¢do
de polimorfismo genético. Sdo muitas as aplicagdes dos marcadores moleculares em soja,
sendo principalmente utilizados em andlises de diversidade genética, na caracterizagdo de
germoplasma e no mapeamento de genes e QTLs de interesse (YAMANAKA et al., 2015;
LANZA et al., 2000; ). Ha vérios tipos de marcadores moleculares disponiveis para estudos
genéticos, sendo que os mais utilizados sdo as Isoenzimas, o AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e os Microssatélites (SSR —
Simple Sequence Repeats) (RAMALHO, 2008).
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Cada tipo de marcador molecular possui suas particularidades, vantagens e
desvantagens na deteccdo de polimorfismos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A
utilizagdo de uma ou outra técnica deve levar em consideracdo os problemas a serem
solucionados, assim como todo o aspecto de capacitacdo técnica, instalacdes, custos e

limitacdes existentes em cada pesquisa (PIPOLO et. al, 2006).
2.6. Microssatélites (SSR)

Microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR, do inglés simple sequence
repeats) sao blocos de seqii€ncias repetidas de um a seis nucleotideos, posicionados em
tandem e distribuidos ao longo do genoma, esses blocos sdo geralmente flanqueados por
regides altamente conservadas entre espécies (POWELL et al., 1996; MORGANTE;
OLIVIERI, 1993) .

Cada microssatélite constitui um loco genético altamente varidvel, multialélico e de
grande conteddo informativo, e por isso, uma das classes mais polimérficas de marcadores
moleculares. Esses marcadores sdo uma ferramenta eficiente para estudos genéticos quando
combinados com a especificidade e rapidez da tecnologia da PCR (CAIXETA et al. 2006).
Ap6s amplificacdo dessas regides especificas, o polimorfismo no tamanho dos fragmentos
obtidos € devido ao niimero diferente de repeticdes das seqiiéncias simples. Os Microssatélites
sdo marcadores codominantes e multialélicos, fornecendo um elevado nivel de informacao

genética por loco.

Os Microssatélites apresentam vantagens sobre outros marcadores, como RAPD e
AFLP, pois sdao codominantes, o que possibilita a distingdo entre homozigotos e
heterozigotos, possuem alta reprodutibilidade, permitem uma cobertura ampla do genoma, sao
altamente polimérficos e de simples execucdo (CAIXETA et al, 2006; CARNEIRO;
VIEIRA, 2002).

Todas essas caracteristicas fazem desses marcadores importantes ferramentas para o
mapeamento de genes que determinam caracteristicas especificas, como resisténcia as
doencas (HYTEN et al., 2009; SILVA et al., 2008; GARCIA et al., 2008; BROGIN, 2005),
mas também para estudos e identificacdo de QTLs de grande interesse econdmico também
relacionados a resisténcia genética a pragas e doencas (BROGIN, 2005; SCHUSTER et al.,
2001; ARAHANA et al., 2001; FREIRE et al., 2008). Os marcadores tém sido cada vez mais

usados para a andlise genética em soja, com os mais variados objetivos, principalmente,
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visando o melhoramento por selecdo assistida de QTLs, mais especificamente por ligacao aos

locos de resisténcia a doencas (ARAHANA et al., 2001).
2.7. Método do bulk segregante (BSA)

O método do Bulk Segregante (Bulked Segregant Amalysis - BSA), ou andlise de
grupos segregantes, ¢ um procedimento ripido para identificar marcadores ligados a um gene

ou uma regido gendmica de interesse agrondmico (MICHELMORE et al., 1991).

Este método é uma alternativa ao mapeamento molecular saturado que € uma
atividade cara, trabalhosa e que demanda muito tempo. O método de BSA surgiu como uma
modificacdo feita por Michelmore (MICHELMORE et al., 1991) a técnica anteriormente
proposta por Arnheim (ARNHEIM et al., 1985), que consistia na andlise de misturas de DNA
de individuos homozigotos para um determinado loco através da identificacdo prévia por
RFLP de locos associados com doencas em seres humanos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

O BSA envolve a comparacdo de dois pools de amostras de DNA dos individuos de
uma populacio segregante origindria de um unico cruzamento. Dentro de cada pool ou bulk,
os individuos sdo idénticos para a caracteristica ou gene de interesse, mas sao arbitrdrios para
todos os outros genes. Dois pools contrastantes para uma caracteristica sao analisados a fim
de identificar marcadores que possam distingui-los. Marcadores que forem polimérficos entre
os bulks serdo potencialmente ligados a regido genOmica que determina a caracteristica
considerada para construir os bulks (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Esta evidéncia
de ligacdo génica entre o marcador polimoérfico e o loco alvo € confirmada pela andlise de
segregacdo da populacdo segregante. Estima-se, desta forma, o valor da frequéncia de
recombinacdo entre o marcador e o loco genético que controla o cardter (FERREIRA;

GRATTAPAGLIA, 1998).

O método BSA utiliza uma selecdo gendmica prévia para reduzir drasticamente o
esforco necessdrio a identificacio de ligacdo génica e focaliza a andlise diretamente na regido
do genoma associada ao cardter de interesse. Os marcadores identificados estdo, em geral,
numa janela genética de 25 cM de cada lado do alvo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
MICHELMORE et al., 1991).
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O método tem duas aplicacOes imediatas no desenvolvimento de mapas genéticos: o
desenvolvimento de mapas genéticos detalhados através da andlise da segregacdo de
marcadores moleculares selecionados em populacdes e a localizacdo répida de genes que ndo
segregam em populacdes inicialmente usadas para gerar o mapa genético (MICHELMORE et

al., 1991, DUVEAU et al., 2014).
2.8. Mapeamento Genético

O reconhecimento da ligacdo genética permitiu a construcdo dos primeiros mapas
genéticos de espécies cultivadas, antes mesmo do material genético ser denominado DNA

(MORGAN, 1910; MacARTHUR, 1934).

O conceito do mapeamento genético € baseado na hipétese de que a co-segregacdo de
dois marcadores indica proximidade, e que a probabilidade de ocorrer permutas génicas entre
os marcadores € inversamente proporcional a distancia entre eles. Dessa forma, € possivel

ordenar linearmente a informagdo genética ao longo dos cromossomos (LIU, 1998).

Para o mapeamento genético, diferentes tipos de populacdes podem ser utilizadas,
estas populagdes sdo comumente chamadas de populagdes de mapeamento. Estas se dividem
em populagdes endogamicas ou populagdes derivadas de cruzamentos controlados e em
populacdes exogamicas ou populacdes naturais. As populagdes F, (n= 3, 4,..., o), de
retrocruzamento e linhagens recombinantes (Recombinant Inbred Lines, RILs), sdo os tipos
mais utilizados para constru¢do de mapas moleculares (BRONDANI ez al., 2003; PEREIRA;
PEREIRA, 2006). As populacdes endogamicas podem ser avaliadas jd na geracdo F,, porém,
quanto mais avangada estiver a populagdo, mais homozigota esta se encontrara e serd possivel
estudar os caracteres de interesse com maior facilidade (PEREIRA; PEREIRA, 2006). A
escolha da populacdo deve levar em conta os objetivos do pesquisador, além do tempo e dos

recursos disponiveis (LANZA et al., 2000; SHUSTER; CRUZ, 2004).

A probabilidade de ocorréncia de permuta genética entre dois marcadores, ou
frequéncia de recombinacdo, reflete a distancia genética entre os locos (LIU, 1998). A
distincia de mapeamento, expressa em centiMorgans (cM), é calculada com base na
frequéncia de recombinagdo por meio de funcdes de mapeamento, as quais corrigem as
distor¢des entre a conversdo das unidades. A funcdo de Haldane (HALDANE, 1919) € a mais
simples e admite que as permutas genéticas ocorram ao acaso € sejam independentes. A

funcdo de Kosambi (KOSAMBI, 1944) considera interferéncia parcial nos cdlculos da
16



distancia em cM. A interferéncia significa que uma permuta genética afeta a ocorréncia de
outras em regides adjacentes, considerando a ocorréncia de permutas duplas. Um marcador
deve ser polimoérfico entre os individuos parentais e apresentar uma segregacado mendeliana
esperada na progénie para ser utilizado no mapeamento genético (LANZA et al., 2000;

SCHUSTER; CRUZ, 2004).

Mapear QTLs consiste em analisar regides cromossdmicas que contenham genes (ou
blocos génicos) que influenciam a variacdo de caracteres quantitativos. Andlises desse tipo
permitem identificar tanto o nimero, como a distribuicdo dos QTLs no genoma, além de

identificar o tipo e a magnitude de seus efeitos (LIU, 1998; LYNCH; WALSH, 1998).

Em geral, no mapeamento de QTL a heranca complexa dos caracteres quantitativos é
relacionada a heranga simples de caracteres qualitativos conhecidos, com base em marcadores
genéticos. Diversos métodos estatisticos permitem quantificar essa relacdo, analisando a
associacdo entre a variacdo de dados fenotipicos continuos e o padrao de segregacido de
marcadores em populacdes segregantes. AssociacOes significativas entre os fendtipos e os
marcadores indicam a existéncia de QTLs localizados préximos a esses locos marcadores e

permitem que sejam feitas inferéncias sobre os QTL (LIU, 1998).
2.9. Delineamento em blocos aumentados e predicao de valores genéticos

Em programas de melhoramento genético de plantas é comum o melhorista se deparar
com um ndmero elevado de gendtipos a serem avaliados em condicdes de campo. Nessa

situacdo, utiliza-se, frequentemente, o delineamento em blocos aumentados.

A classe dos delineamentos aumentados foi introduzida por Walter T. Federer, na
década de cinquenta, esse delineamento veio atender a uma necessidade experimental
presente nas fases preliminares dos programas de melhoramento vegetal, quando o nimero de
gendtipos a ser avaliados é muito grande, a quantidade de material de propagacdo (sementes,
tubérculos, etc.) para cada uma delas é pequena e ou a drea experimental tem tamanho
reduzido (FEDERER 1956; 1958; 1961, 1961a, 1963, FEDERER & RAGHAVARAO, 1975,
FEDERER et al., 1975).

Os delineamentos em blocos aumentados sdo caracterizados pela auséncia de
repeticoes dos tratamentos principais e pela presenca de testemunhas repetidas em todos os

blocos, um delineamento experimental padrdo € escolhido para as testemunhas, ou
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tratamentos controle, em seguida os blocos (linhas e/ou colunas) sio aumentados com
parcelas que acomodardo os tratamentos adicionais. Estes dltimos tratamentos, usualmente
aparecem sem repeticdo, ou seja, uma unica vez em todo o experimento (FEDERER;
CROSSA, 2012). As testemunhas podem estar dispostas em blocos completos ou
incompletos, balanceados ou parcialmente balanceados, mas o conjunto completo dos
tratamentos (testemunhas + tratamentos novos) sempre estard distribuido em blocos
incompletos, ou seja, segundo um delineamento ndo ortogonal. O mesmo ocorre quando se
consideram apenas os novos tratamentos (FEDERER; KING, 2007). Outra caracteristica
tipica desses ensaios € que devida a grande extensdo dos experimentos pode ocorrer algum
desbalanceamento ndo planejado, seja em decorréncia da perda de parcelas, seja pela

repeti¢do desigual de alguns tratamentos genéticos (FEDERER et al., 1975).

As testemunhas podem ser consideradas de efeitos fixos ou de efeitos aleatdrios. Na
concepgdo original (FEDERER, 1958) sdo consideradas de efeitos fixos. Na metodologia de
modelos mistos, se as testemunhas sdo avaliadas em muitas repeticdes, pode-se considerd-las
como de efeitos aleatérios. Nesse caso, considerd-las como de efeitos fixos ou aleatérios
conduz praticamente aos mesmos resultados. Inicialmente os blocos aumentados buscavam
principalmente a obtencdo de médias de tratamentos ajustadas para os efeitos de blocos, uma
vez que 0s novos tratamentos sdo testados entre si em blocos diferentes. Assim, o enfoque foi
dirigido para o modelo de efeitos fixos (blocos e tratamentos), ou seja, restringindo-se a
andlise intrablocos. O desenvolvimento de novos aplicativos computacionais mais robustos
permitiu que os efeitos de blocos também fossem analisados como aleatorios (YATES, 1939;
RAO, 1947; PATTERSON; THOMPSON, 1971). Usualmente, este tipo de andlise também ¢é
aplicado admitindo-se os efeitos de tratamentos como fixos. Todavia, como afirmam
Wolfinger et al. (1997) e Federer (1998), nos estdgios iniciais dos programas de selecdo, a
natureza aleatdria dos genétipos sob teste também precisa ser levada em consideragdo, dessa
forma a utilizagdo dos modelos mistos € necessaria, haja vista os efeitos fixos de testemunhas,

e aleatdrios de progénies.

Até o inicio da década de 80 os modelos mistos eram pouco utilizados, uma vez que
poucos aplicativos computacionais estavam disponiveis, dessa forma a ado¢do dos modelos
fixos era predominante. Atualmente, com a ampla disponibilidade de softwares estatisticos
(Selegen-REML/BLUP, SAS, STATISTICA, MINITAB, GENSTAB, etc.) permite uma
melhor ado¢do dos modelos mistos (RESENDE, 2006).
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E importante ressaltar que apesar do delineamento em blocos aumentados ou blocos de
Federer ndo apresentar repeticdes para os tratamentos regulares, certos estratos ambientais
podem funcionar como blocos, como por exemplo, cruzamentos diferentes. As avaliacOes

sempre serdo a nivel de plantas (RESENDE, 2006).

Atualmente, o procedimento 6timo de predicdo de valores genéticos € o best linear
unbiase prediction (melhor predi¢ao linear ndo viesada), ou BLUP (RESENDE, 2002). Esse
procedimento tem sido mais utilizado na predi¢do genética em animais (MRODE, 1996) e,
mais recentemente, tem sido aplicado no melhoramento de espécies perenes (RESENDE,
2002). Sob condi¢des de desbalanceamento, tem maiores vantagens quando comparado com o
método dos quadrados minimos ponderados, além de incorporar a informacdo de plantas
individuais, otimizando as comparacdes entre as progénies por meio dos valores genéticos
(BERNARDO, 2002). Valores genéticos preditos referem-se, de acordo com Falconer;
Mackay (1996), a avaliagdo do somatdrio dos efeitos médios dos alelos que o individuo

possui.

Um dos entraves a obtencdo de ganhos genéticos mais expressivos no melhoramento
de plantas €é a baixa acurdcia seletiva. Para resolver isto, a predicdo por BLUP, com uso de
componentes de variancia estimados via REML (méxima verossimilhanca restrita) é a melhor
opcao (RESENDE, 2004). O uso de modelos mistos do tipo REML/BLUP ¢ fundamental para
a predicdlo de valores genéticos aditivos e genotipicos, tanto intra quanto
interpopulacionalmente (RESENDE, 2000). Mesmo em condigdes de experimentos
desbalanceados, essa abordagem permite a predicdo acurada e ndo viesada dos valores
genéticos, propicia informagdes especificas sobre o mérito da progénie e de individuos nas
progénies (RESENDE, 2007). Assim, as propriedades do BLUP permitem maximizacdo da
acurdcia seletiva, minimizacdo do erro de predi¢do, predi¢do ndo viciada de valores genéticos,
maximizacdo do ganho genético - por ciclo de selecdo - e maximizagdo da probabilidade de

selecdo do melhor entre dois ou varios genétipos (RESENDE, 2004).
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CAPITULO 2

RANQUEAMENTO DE PROGENIE§ F4, PROVENIENTES DE DIFERENTES
CRUZAMENTOS, QUANTO A RESISTENCIA A FERRUGEM ASIATICA DA SOJA
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RESUMO

A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Syd.),
tem alto potencial de dano a cultura, pois pode causar rdpido amarelecimento e queda
prematura das folhas, prejudicando a plena formacdo dos graos. O uso de gendtipos com
resisténcia vertical tem sido pouco efetivo, devido a variabilidade do pat6geno. Logo, a
identificacdo e escolha dos cruzamentos mais promissores para o desenvolvimento de
gendtipos com resisténcia horizontal certamente ajudard a aumentar a longevidade das
cultivares recomendadas. O presente estudo teve como objetivo ranquear cruzamentos
derivados de sete cultivares em 10 diferentes combinagdes, quanto a resposta a ferrugem
asidtica da soja, através das estimativas de ganho esperado de selecdo, herdabilidade e
acurdcia de selecdo, além de se obter a drea abaixo da curva de progresso da doenca para
elucidar a epidemia da doenga. Para isso foram realizadas trés avaliacdes quanto a severidade
da ferrugem da soja em 565 progénies derivadas dos 10 diferentes cruzamentos, no campo
experimental da Agroteste. As cultivares IAC 100 e UFUS Impacta apresentaram melhores
resposta quanto a ferrugem, e as combinag¢des em que elas aparecem como parental resistente,
IAC 100 x BRS Caiaponia e UFUS Impacta x BRS Caiaponia, foram as melhores ranqueadas
entre os cruzamentos, sendo os mais promissores para o desenvolvimento de linhagens com
resisténcia parcial a ferrugem asidtica da soja.

Palavras-chave: Resisténcia horizontal, Blocos Aumentados, melhoramento.

'Orientador: Fernando Cézar Juliatti — UFU.
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ABSTRACT

Asian soybean rust caused by Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Syd.), Has high potential
for damage to the culture, as it can cause rapid yellowing and premature leaf drop, damaging
the full formation of the grains. The use of cultivars with vertical resistance has been
ineffective due to variability of the pathogen. Therefore, the identification and selection of the
most promising crosses to develop genotypes with horizontal resistance will certainly help to
increase the longevity of the recommended cultivars. This study aimed to rank derived from
crossing from seven cultivars in 10 different combinations, as the response to the Asian
soybean rust, through the gain estimates expected selection, heritability and accuracy of
selection, and obtain the area under the curve disease progress to elucidate the epidemic of the
disease as a whole. For this there were three assessments of severity of soybean rust in 565
progenies derived from 10 different crosses in Agroteste the experimental field. The IAC 100
cultivars and UFUS Impacta showed better response as rust, and combinations in which they
appear as resistant parent, [AC 100 x BRS Caiaponia and UFUS Impacta x BRS Caiaponia
were the best ranked between the crossings, the most promising for the development of
genotypes with partial resistance to Asian soybean rust.

Keywords: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, horizontal resistance.

! Adviser: Prof. Fernando Cezar Juliatti — UFU.
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1. INTRODUCAO

A ferrugem asidtica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi desponta como a
principal doenga da cultura da soja. Devido a sua répida disseminagdo, a doenca ja acomete
praticamente todas as dreas de plantio brasileiro, causando perdas de até 80 % para os

sojicultores.

O método de controle mais utilizado tem sido o uso de fungicidas, que incrementam o
custo de producdo. Por esta razdo, tém se intensificado as pesquisas visando a obtencdo de
cultivares resistentes. Tem-se utilizado linhagens com resisténcia vertical, porém, essa
estratégia pode ter baixa eficiéncia, pois o patégeno possui alta variabilidade e pode
rapidamente superar a resisténcia. Por essa razdo, espera-se que a resisténcia poligénica possa

ser mais efetiva para a maioria das ragas, reduzindo a taxa de progresso da doenca.

A presenca de genes quantitativos que expressam resisténcia a ferrugem asidtica no
germoplasma brasileiro pode representar uma alternativa para o desenvolvimento de novas

cultivares e no controle da ferrugem.

Ter informacdes a respeito do comportamento de diferentes gendtipos quanto a
resisténcia é de grande importancia. A variabilidade fenotipica pode ser conhecida por meio
das estimativas de herdabilidade, das varidncias genéticas e fenotipicas, entre outros
parametros genéticos, que quantificam e distinguem os efeitos de natureza genética e
ambiental, permitindo, assim, a predi¢do dos ganhos decorrentes da selecdo e a defini¢do das

estratégias de melhoramento que devem ser adotadas.

Diante disso, no programa de melhoramento da Universidade Federal de Uberlandia
foram realizados vdrios cruzamentos envolvendo genétipos resistentes e suscetiveis ao
patégeno, visando o desenvolvimento de linhagens com resisténcia parcial a doenca. O
objetivo deste trabalho foi avaliar fenotipicamente a reacdo de populagdes segregantes
derivadas destes cruzamentos, visando determinar quais combina¢des S0 mais promissoras

para o desenvolvimento de cultivares resistentes a ferrugem no Brasil.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia e Protecao de Plantas
(LAMIP) na Universidade Federal de Uberlandia, Campus Umuarama e na Estacio
Experimental Agroteste, em Uberlandia-MG, localizada na latitude Sul 21°12°58”" e

45°03°18”’ longitude Oeste, a 900 metros de altitude acima do nivel do mar.
2.1. Material Genético

Foram utilizadas 565 progénies Fi, derivadas de cruzamentos entre os genétipos BRS
Caiaponia, IAC 100, UFUS Impacta, BRS Santa Cruz, BRS Luziinia, Msoy 9350, e Potenza
em dez diferentes combinagdes (Tabela 1), os cruzamentos foram realizados em de casa de
vegetacdo no ano de 2007, onde foram obtidas as geragdes F;. O avango da geracdo Fi e F e a
multiplicacdo dos parentais foram realizadas também em casa de vegetagdo, no periodo de
2008 a 2009. As progénies F, e F3 e os parentais foram utilizados nos anos 2009/10, em um
experimento para o estudo do controle genético da resisténcia a ferrugem asidtica
(MARTINS, 2011), onde os mesmos foram avaliados sob condi¢cdes de campo na estacao
experimental Agroteste, Uberlandia, MG. As sementes foram colhidas e novamente semeadas

no ano de 2011 para gerar as progénies F4 utilizadas no presente trabalho.

TABELA 1. Combinacdo dos sete gendtipos de soja nos dez cruzamentos realizados na

estacao experimental Agroteste nos anos de 2009/10. (Fonte: MARTINS, 2011)

Cruzamento Combinacio
1 BRS Caiaponia x IAC 100
BRS Caiaponia x UFUS Impacta
BRS Santa Cruz x IAC 100
BRS Luiziania x Msoy 9350
BRS Santa Cruz x Msoy 9350
BRS Santa Cruz x Potenza
BRS Luiziania x UFUS Impacta
BRS Santa Cruz x UFUS Impacta
BRS CaiapoOnia x Potenza
BRS Luizidnia x Potenza
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2.2. Delineamento experimental e instalaciao do experimento

O delineamento experimental foi o de blocos aumentados, usando os genétipos TMG 801
e TMG 803 como testemunhas comuns e padrdes de resisténcia a doenga. As 565 progénies
F4, sem repeti¢do, e os sete parentais, com quatro repeticdes cada, foram distribuidos em 15
blocos nio balanceados. A parcela experimental consistiu-se de duas linhas de 5 m cada e
espacamento de 50 cm por genétipo. Os tratos culturais foram aqueles comuns a cultura da
soja (LOPES, 2013). Durante a conduc¢do do experimento, foram promovidos o controle
quimico das pragas e o manual das plantas daninhas, na medida em que se fizeram

necessarios.

Para reducdo do potencial de evolucdo da epidemia da ferrugem, uma vez que a
semeadura foi tardia, e também para a melhor avaliagdo da resisténcia parcial, foram
realizadas duas aplicacdes de fungicidas (SILVA, JULIATTI, SILVA, 2007). Na primeira
aplicacdo foi utilizado o fungicida do grupo quimico das estrobilurinas (azoxistrobina) —
sendo 300 mL do produto comercial por hectare, para um volume de calda de 200 L. Na
segunda aplicagdo, utilizou-se a mistura de triazol e estrobilurina (piraclostrobina +
epoxiconazole), na dose de 500 mL por hectare, para um volume de 200 L de calda. As
aplicagdes foram realizadas nos estddios R1 e RS. Deste modo, buscou-se melhorar o grau de

confiabilidade para avaliar a resisténcia parcial.

2.3. Avaliacao fenotipica dos genitores e familias F4

A severidade da doenga foi avaliada de acordo com o percentual da drea foliar infectada
com base na escala diagramatica proposta por Juliatti (dados ndao publicados) que considera as

porcentagens 0.5, 5, 20, 40, 60 e 80% do tecido foliar infectado (ANEXO).

A severidade da ferrugem da soja foi avaliada pela estimativa visual de trés folhas do
terco médio da planta, por trés avaliadores diferentes, obtendo-se assim a média de cada

progénie. Duas avaliacdes foram realizadas, aos 60, 80 e 100 dias ap6s a semeadura.
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2.4. Analises Estatisticas

Para verificar se as diferencas existentes entre os dados coletados para a severidade aos 80
dias apoOs semeadura eram estatisticamente significativas foram realizadas andlises de
variancia (ANAVA) entre tratamentos, compreendendo os parentais e as progénies para cada
um dos dez cruzamentos, e entre os dez cruzamentos. Para a realizacdo da ANAVA foi
utilizado o programa Selegen-REML/BLUP (RESENDE, 2002). As pressuposi¢des da
ANAVA foram testadas pelos programas GENES (CRUZ, 2006) e SPSS versdo 8.0 (SPSS

Inc., Chicago IL).

Os componentes de varidncia foram estimados empregando o programa Selegen-
REML/BLUP, que utiliza o método da REML, que € o método recomendado no caso de
modelos mistos com dados desbalanceados (VERNEQUE, 1994; DUARTE et al., 2001), e o
procedimento 6timo de predi¢do de valores genéticos (best linear unbiase prediction - melhor
predicdo linear ndo viesada), ou BLUP (RESENDE, 2002). No modelo utilizado o efeito de
bloco foi assumido como fixo, os efeitos dos gendtipos como aleatdrios e os efeitos de

testemunhas como fixos, conforme expressao:
Yiju=p+b; + Cp + gigy + €

em que:
Yifk: ¢a observacgdo gerada para a parcela do bloco j que recebeu o gendtipo i oriundo

do cruzamento k;

£ ¢ a constante comum a todas as observacdes (média geral, sob restricdes do tipo
“soma zero” para cada um dos demais efeitos);

bj . ¢ o efeito do bloco j(G=1,2,..b), assumido como fixo;

Ci: é o efeito do cruzamento k, incluindo-se testemunha (k: 1, 2, ..., ¢, c+1, c+2,...,

c+t), sendo ¢ o nimero de cruzamentos originando progénies e t o nimero de testemunhas);

Jifk): € o efeito do gendtipo (progénie ou testemunha) i, oriundo do cruzamento k (i:

I, 2,..., px; px € o nimero de gendtipos no cruzamento k), assumido fixo e nulo se i for

testemunha, ou aleatério com distribuicdo N(O. C’;(E;k]'z) independente, se i for uma

progénie relacionada ao cruzamento k; e
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€ijk: € o erro experimental aleatério associado a ijk-ésima parcela, assumido

independente e identicamente distribuido, sob N E(0, a1 e™2

Trata-se, portanto, de um modelo misto em que as n observacdes Yijk, expressas pelo
vetor ¥mxn, podem ser descritas matricialmente pelo modelo linear misto geral

(HENDERSON, 1984):

y=XB+Zy+ =

com:
g ~N (@5, R:I;

o~ N (@;G)’

E(y)=XB;eVar(y)= Von =2GZ + R

Nesse modelo todos os efeitos fixos estdo reunidos no vetor paramétrico Bx1) e os
efeitos aleatdrios, no vetor paramétrico ¥(@x1}, exceto os erros que compdem o vetor Eman; e,

Xmap) e Z(nxq) representam as matrizes de incidéncias dos efeitos contidos em [ e v,

respectivamente.

As notas de severidade médias, aos 60, 80 e 100 dias ap6s semeadura, utilizadas para
realizar a andlise dos dados da doenca por meio da drea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) para os dez cruzamentos, os sete parentais e as duas testemunhas. A
AACPD foi usada para descrever a epidemia nas progénies de cada um dos dez cruzamentos e

pode ser calculada pela formula (SHANNER; FINLEY, 1977):

-1

Yi — Vi
AACPD = Z KZ (Ti+a _+ Ti])]

n=1

em que:
Yiz  Proporcdo da doenga na i-ésima observagio;
Ti:  tempo (dias) na i-ésima observacio €;

M:  ndmero total de observagdes.

A AACPD foi padronizada dividindo-se o valor da drea abaixo da curva de progresso

pelo tempo (Tn-T1) da epidemia (FRY, 1977). Para obtencio da AACPD foi utilizado o
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programa AVACPD (TORRES; VENTURA, 1991). As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 0,5% (TUKEY, 1953).
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3. RESULTADOS DE DISCUSSAO

3.1. Analises de variancia e componentes de média

De acordo com as analises de varidncia (ANAVA) realizadas dentro de cada um dos
cruzamentos (Tabela 2), os resultados obtidos pelo teste de F mostraram que existem
diferencas significativas (P < 0,1 e/ou 0,5 %) para as notas de severidade entre as progénies e
seus respectivos parentais, exceto para o cruzamento entre os gendtipos BRS Caiaponia e
Potenza. A principal explicacdo para os valores ndo significativos para o teste de F, no oitavo
cruzamento, estd relacionado ao fato de os parentais ndo serem contrastantes para esta
caracteristica, ambos sdo suscetiveis a ferrugem, logo, na andlise dos valores de média entre

eles e as progénies, ndo foram encontradas diferencas significativas.

TABELA 2. Quadro resumo das andlises de variancia para a severidade da ferrugem da soja
para os dez diferentes cruzamentos (gendtipos parentais e progénies Fi). Fonte: SANTOS,
2015.

0 TRAT ERRO Média CV
N CRUZAMENTO GL oM GL oM @
1 BRS Caiapdnia x IAC 100 2 17356 68 2258 3689 3028
2 BRSCaiaponiaxUFUSImpacta 2 36770 57 7854  4854° 2646
3 BRS Santa Cruz x IAC 100 2 73673 57 15623 5438° 2452
4 BRS Luiziénia x Msoy 9350 2 36345 33 11156 6385 3434
5 BRS SantaCruzx Msoy 9350 2 12576 42 42160 7845 2576
6 BRS Santa Cruz x Potenza 2 16781 41 3463 7634 3264
7  BRSLuiziiniax UFUSImpacta 2 44577 56 7846 5856 2733
8  BRSSantaCnizxUFUSImpacta 2 37834 58 5642 8670 1923
9 BRS Caiapdnia x Potenza 2 3463 76 3566  9323® 1225
10 BRS Luizi4nia x Potenza 2 22758 113 4577 6356 834

GL, Graus de Liberdade; QM, Quadrado Médio; CV%, Coeficiente de Variacdo em
porcentagem; , , significante a 0,1 e 0,5% de probabilidade, pelo teste de F respectivamente.

Constatou-se pelas andlises realizadas, que o efeito ambiental estd superestimando a
caracteristica severidade, pois se observa altos coeficientes de variagdo, fato que pode ser
explicado pela elevada influéncia ambiental no carédter. Coeficientes de variagdo elevados
para avaliagOes de severidade sdo freqiientes (PIEROZZI, 2007; RACHID, 2008; RIBEIRO,

2009; MELO et al., 2015). Além disso, comparacdes entre diferentes delineamentos
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mostraram que o coeficiente de variagdo tende a ser maior no delineamento de blocos
aumentados (OLIVEIRA, 1993; BEARZOTI et al, 1997, AGUIAR et al, 2000;
PETERNELLI et al., 2009, DUARTE et al., 2001).

Os resultados da ANAVA entre os cruzamentos indicam que existe diferenca significativa
para as notas de severidade entre os cruzamentos avaliados e também entre tratamentos, pelo
teste de F a 1% de probabilidade (Tabela 3). Observou-se também que ndo houve interacao
entre o tratamento (progénies e parentais) € as testemunhas. A existéncia de diferencas
estatisticas significativas € preponderante para que o0s componentes genéticos sejam

calculados. Os componentes de variincia sdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 3 — Quadro resumo das andlises de variancia para a severidade da ferrugem da soja
para os dez diferentes cruzamentos e genotipos parentais. Fonte: SANTOS, 2015.

FV GL oM F
Cruzamentos 9 14.15 3217
Bloco (cruzamentos) 140 36.69 8.28"
Tratamento (ajustado) 171 19.32 436"
Interacdo Tratamento x Testemunhas 9 7.41 1.67"
Residuo intrabloco 430 4.43
Total 592 15.76
Média geral 47.91
CV (%) 21.11

FV, Fonte de Variacdo; GL, Graus de Liberdade; QM, Quadrado Médio; CV%, Coeficiente
de Variagdo em porcentagem:; **,*, ™ significante a 0,1 e 0,5% de probabilidade, e néo
significante, pelo teste de F, respectivamente.

A acuricia seletiva (AS) avalia a qualidade do experimento em uma abordagem
genética e estatistica, € ndo somente sob a perspectiva estatistica, que é o caso do coeficiente
de variacdo. Um dos entraves a obtencdo de ganhos genéticos mais expressivos no
melhoramento de plantas € a baixa acurécia seletiva. Esse parametro corresponde a correlagdo
entre o valor genotipico verdadeiro do tratamento genético e aquele estimado a partir das
informacgdes experimentais (RESENDE, 2004). Dessa forma, a AS foi alta 0,90 para a maioria
dos cruzamentos. O cruzamento entre os genétipos BRS Luiziania e Msoy 9350 apresentou
baixa AS, o que pode ter ocorrido devido ao pequeno tamanho de populacdo avaliado

(TABELA 4).
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TABELA 4. Ranqueamento entre os cruzamentos e resumo das estimativas dos componentes

de variancia para cada um dos dez cruzamentos analisados. Fonte: SANTOS, 2015.

N° CRUZAMENTO P VG GS AS o6, of h?

1 BRS Caiap6nia x IAC 100 1 29.71 -22.17 096 510 17173 6940
2 BRSCaiaponiax UFUS Impacta 2 37.18 -14.70 0.86 154 12478 39,45
3 BRS Santa Cruz x Potenza 5 4270 -9.17 0.92 1075 35257 7932
4 BRS Santa Cruz x Msoy 9350 6 4287 -9.01 0.86 029 3691 34,64
5 BRS Santa Cruz x IAC 100 4 4408 -7.80 0.95 714 18936 6157
6 BRS LuiziAnia x Msoy 9350 3 4410 -7.78 0.74 1712 8283 98,11
7 BRS Luizidnia x UFUS Impacta 7 46.25 -5.63 0.95 256 22698 77,78
8 BRS Luizidnia x Potenza 9 4792 -396 095 957 24565 8944
9 BRSSantaCruzx UFUSImpacta 10 51.21 -0.67 091 175 4678 35,40
10 BRS Caiapdnia x Potenza 8 51.76 -0.12 096 146 2866 30,51

Média TMG 801 38.25 Média TMG 803 32.33

Média geral 38.91
15.6
CV(%) 6

P, posicdo no ranqueamento; VC, valor genotipico; GS, ganho de selecdo estimado; AS,
acuricia seletiva; ':":E, varidncia genética; & E, variancia ambiental; hz, herdabilidade em
porcentagem; CV, coeficiente de variagao.

Os cruzamentos BRS Caiapdnia x IAC 100 e BRS Caiaponia x UFUS Impacta, que
apresentavam parentais mais contrastantes quanto ao cardter, foram os que apresentaram o
melhor ganho de selecdo. Neste caso, a selecdo de plantas resistentes originadas destes
cruzamentos permitiu a obtengdo de menores médias de severidade a ferrugem asidtica. O
menor ganho de selecdo foi estimado para o cruzamento entre BRS Caiapdnia e Potenza

(TABELA 4).

A herdabilidade observada para as progénies do cruzamento BRS Luizidnia x Msoy
9350 foi muito elevada. Duarte (2001) relatou que populagdes pequenas sofrem
superestimacdo das varidncias, e consequentemente da herdabilidade. Esse cruzamento
possufa apenas 25 progénies Fi, o que provavelmente foi a causa da superestimagdo da
varidncia genética e consequentemente alta h’, o mesmo pode ter acontecido com os

cruzamentos BRS Santa Cruz x Potenza e BRS Luizidnia x Msoy 9350.

Observou-se que o cruzamento entre BRS Caiaponia e IAC 100 foi o que obteve
melhor desempenho entre 0s cruzamentos, 0 mesmo proporcionou o maior ganho de selecao

predito, melhor acuricia de selecdo e obteve herdabilidade alta.
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3.2. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)

A AACPD ¢€ a varidvel que representa a epidemia como um todo, pois leva em
consideragdo o estresse que a cultura sofreu durante vdrios estddios de desenvolvimento
(BERGAMIN FILHO et al., 1996). As médias da drea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) para os cruzamentos, gendtipos parentais e testemunhas encontram-se na
Tabela 05.

TABELA 5 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os dez
cruzamentos, seus parentais e testemunhas.

Cruzamentos/Testemunhas AACPD
BRS Caiapdnia x IAC 100 283.94° ab
BRS Caiaponia x UFUS Impacta 285.67 ab
BRS Santa Cruz x IAC 100 329.50 ab
BRS Luiziania x Msoy 9350 713.22 c
BRS Santa Cruz x Msoy 9350 853.39 d
BRS Santa Cruz x Potenza 751.28 cd
BRS Luiziania x UFUS Impacta 947.94 d
BRS Santa Cruz x UFUS Impacta 717.28 c
BRS Caiaponia x Potenza 729.17
BRS Luiziadnia x Potenza 463.78 bc
BRS Caiapdnia 627.50 bed
IAC 100 183.94 a
UFUS Impacta 297.35 ab
BRS Santa Cruz 339.98 bc
BRS Luiziania 998,06 d
Msoy 9350 884.44 d
Potenza 856.44 d
TMG 801 218,61 ab
TMG 803 194.35 a

"Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

O gendtipo que apresentou maior resisténcia ao patégeno foi a IAC 100 (TABELA 5).
Essa cultivar € resultado do Programa de Melhoramento Genético do Instituto Agrondmico de
Campinas, e € considerada como parcialmente resistente ao fungo causador da ferrugem

asiatica (SILVA, JULIATTI, SILVA, 2007), esses resultados confirmam assim essa
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resisténcia. A cultivar UFUS Impacta, desenvolvida pelo programa de melhoramento da
Universidade Federal de Uberlandia, apresentou o segundo melhor resultado quanto a
resisténcia ao patdégeno. Os cruzamentos em que estes gendtipos foram parentais também

evidenciaram bons resultados quanto a doenca.

Os gendtipos BRS Luiziania, Msoy 9350, Potenza, e BRS Caiapdnia, assim como os
cruzamentos em que foram parentais apresentaram maior suscetibilidade a doenca. A cultivar
Potenza foi relatada como portadora de resisténcia parcial (SILVA; JULIATTI; SILVA,
2007), contudo, nesse experimento, as notas de severidade para ferrugem para essa cultivar
foram altas, sugerindo que a mesma seja suscetivel a ferrugem. Resultados apresentados por
Martins (2011) também mostraram a cultivar como suscetivel. Esse fato pode estar
relacionado as condi¢des ambientais e/ou variabilidade do patégeno (JULIATTI et al., 2003;

YORINORI, 2004).

Os gend6tipos TMG 801 e TMG 803 apresentaram notas baixas de AACPD, indicando
resisténcia ao cardter, esse comportamento ja era esperado, pois as mesmas foram escolhidas
como padroes de resisténcia (TABELA 5). Esses gendtipos sdo resultado do programa de
melhoramento genético da Fundacdo Mato Grosso e da empresa TMG, e desenvolvidas pela
tecnologia Inox, portanto consideradas como variedades resistentes ao fungo causador da
ferrugem asidtica (FUNDACAO MT, 2009), os resultados obtidos confirmam o sucesso da

tecnologia nessas variedades.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel comparar os cruzamentos com as
melhores progénies para desenvolvimento de linhagens que apresentem maior resisténcia a
ferrugem. Os cruzamentos entre IAC 100, BRS Caiap6nia e BRS Caiaponia, UFUS Impacta
foram os que proporcionaram maiores ganhos de selecdo, com alta acurédcia de selecdo e,
porém o cruzamento entre IAC 100 e BRS Caiap6nia apresentou melhor herdabilidade para a

resisténcia a ferrugem asidtica (TABELA 5).

Além da estimativa da epidemia como um todo a AACPD, para severidade, apresenta
boa correlagdo com a produtividade de graos (GODOQOY, 2009; FREITAS, 2012; MARCHI et

al., 2008), fator que dever ser levado em consideracdo para futuras selecdes.

E importante ressaltar a importincia de se avaliar o impacto que a presenca do fungo
causa na produtividade das linhagens. Para isto, em préximos experimentos é recomendavel a

coleta de dados de produtividade de graos para as progénies. Assim, seria possivel uma
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correlacdo entre os dados de severidade e produtividade, o que elevaria a eficiéncia em busca

de linhagens mais resistentes ao patégeno.

Os dados referentes ao cruzamento entre IAC 100 e CaiapOnia foram utilizados para
estudos e deteccdo e mapeamento de QTLs que estejam contribuindo para o processo de

resisténcia horizontal a ferrugem asiética.

A importancia da obtengdo e utilizacdo de genétipos resistentes que demandam menor
nimero de aplicacdo de fungicidas para o controle eficiente da doenca foi destacada por
OLIVEIRA et al (2005). E importante ressaltar que o uso de genétipos com resisténcia parcial
a ferrugem asidtica da soja poderd ser util na reducdo do nimero de aplicacdes de fungicidas

(SILVA, 2007; SANTOS, 2010; MARTINS, 2011).
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4. CONCLUSOES

Os gendtipos IAC 100 e UFUS Impacta apresentam resisténcia parcial para a ferrugem
asidtica da soja, apresentando grande potencial como genitores resistentes em cruzamentos

contrastantes.

Os cruzamentos entre IAC 100, BRS Caiap6nia e BRS Caiaponia, UFUS Impacta sao
0s que proporcionam maiores ganhos de selecdo, com alta acuricia de selecio e alta

herdabilidade para a resisténcia a ferrugem asiatica.
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CAPITULO 3

MAPEAMENTO DE QTLS ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA PARCIAL A
FERRUGEM ASIATICA EM SOJA
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RESUMO

A ferrugem asidtica da soja é a doenga de maior importancia na cultura, seu controle €
realizado principalmente pela aplicacdo de fungicidas, o que onera os custos de producao,
além de prejudicar o meio ambiente. Uma alternativa a esta problemdtica € o uso de genétipos
resistentes a doenca. Devido a baixa durabilidade de genes de resisténcia vertical, a busca por
gendtipos com resisténcia parcial € de extrema importancia. Dessa forma o objetivo deste
trabalho foi identificar QTLs associados a resistencia parcial a ferrugem asidtica em soja.
Foram utilizadas 87 progénies F4 derivadas do cruzamento entre os gendtipos contrastantes
IAC100 (Resisténcia Parcial) e Caiaponia (Suscetivel), previamente fenotipadas a campo. A
partir dos dados da fenotipagem foram confeccionados dois bulks segregantes de DNA.
Oitenta e nove marcadores Microssatélites, previamente identificados para soja foram
testados nos genitores e nos bulks. Destes, 38 foram polimérficos para os parentais e os bulks
sendo utilizados para genotipar as plantas da geracdo F4. Um mapa de ligag¢do foi obtido, onde
29 destes marcadores foram distribuidos em nove grupos de ligacao, cobrindo 285,9 cM. Seis
QTLs foram mapeados em quatro destes grupos (C2, D2, G e N), sendo dois dos QTLs
detectados de maior efeito, responsdveis por 37,05 % da variacdo fenotipica para a resisténcia
a ferrugem asiatica da soja.

Palavras-chave: Resiténcia Horizontal, Mapeamento Genético, Microssatélites.

!'Orientador: Fernando Cézar Juliatti — UFU.
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ABSTRACT

Asian soybean rust is the most important disease in the crop, the control is carried out mostly
through the application of fungicides what make production onerous, and harm the
environment. An alternative to this problem is the use of resistant cultivars to the disease. Due
to low durability of vertical resistance genes, the research for cultivars with partial resistance
is of extreme importance. Thus the objective of this work was to identify QTLs associated
with partial resistance to Asian rust in soybeans. 87 F4 progenies derived from the cross
between the cultivars contrasting TAC100 (Partial resistance) and Caiapdnia (Susceptible)
previously phenotyped in field, were used. From the phenotyping were made two segregating
bulks of DNA. 89 microsatellite markers previously identified for soybeans, were tested on
parents and in bulk. Of these 38 were polymorphic for the parents and the bulks it is used to
genotype the plants of the F; generation. A linkage map was obtained, and 29 of these
markers were distributed in nine linkage groups, covering 285.9 cM of genome. Six QTLs
were mapped in four of these groups (C2, D2, G and N), two of QTLs detected it was higher
effect and, accounting for 37.05% of the phenotypic variation for resistance to Asian soybean
rust.

Keywords: Phakopsora pachyrhizi, horizontal resistance, SSR, molecular markers, breeding.

! Adviser: Prof. Fernando Cezar Juliatti — UFU.
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INTRODUCAO

z

A soja € a cultura de maior importancia no agronegdécio brasileiro. O Brasil é o
segundo maior produtor mundial e tem um grande potencial para aumentar a producdo no
futuro, dada a existéncia de areas ainda nao cultivadas e o aumento mundial da demanda de

produtos oriundos da soja.

Virios fatores limitam economicamente o cultivo da soja, entre eles estdo as pragas e
doencgas. Por isto, os programas de melhoramento genético de soja conduzidos no Brasil
sempre se preocuparam em langar cultivares que, além de mostrarem altos rendimentos,
também fossem tolerantes as principais doengas da soja. Com o aparecimento da ferrugem, o
cultivo de soja no Brasil passou a sofrer severos prejuizos econdmicos em todas regides de

plantio.

O principal método de controle € aplicacdo de fungicidas, o qual aumenta
substancialmente os custos da producdo e é uma continua fonte de contamina¢@o ambiental. O
desenvolvimento de gendtipos de soja resistentes pode fornecer um método durdvel e
sustentdvel de protecdo da cultura contra doengas. A efici€ncia da resisténcia vertical tem sido
questionada. Dessa forma a alternativa seria o uso da resisténcia horizontal, condicionada por
varios genes que proporcionam uma variacdo fenotipica continua na reagdo do hospedeiro,
reduzindo a intensidade da doenca. Desse modo, torna-se essencial o estabelecimento de

estratégias de melhoramento para se obter resisténcia duradoura.

Visto que os recursos aplicados em um programa de melhoramento genético sdo altos,
devido principalmente as avaliacdes extensivas dos genotipos, existe a necessidade de
obtencdo de novas estratégias para aumentar sua eficiéncia. Mecanismos ou ferramentas de
selecdo que possibilitem identificar gendtipos promissores, logo no inicio da fase de avanco
de geracdes, apds os cruzamentos, sao de grande interesse. Uma dessas ferramentas é a
identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes, ou blocos gé€nicos, que confiram
resisténcia a patdégenos, o que permite monitorar e acelerar a introducdo desses genes no

germoplasma cultivado.
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Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram identificar, mapear e quantificar os
efeitos de QTLs envolvidos na resisténcia a ferrugem asidtica da soja utilizando marcadores

moleculares Microssatélites.

1. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Micologia e Protecao de Plantas
(LAMIP), e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia-MG e na Estacdo Experimental Agroteste, em Uberlandia-MG,
localizada na latitude Sul 21°12°58”" e 45°03°18’ longitude Oeste, a 900 metros acima do

nivel do mar.

1.1. Material Genético

A escolha dos genitores foi realizada de acordo com a reacdo dos mesmos frente a
ferrugem asidtica da soja. Os gendtipos IAC 100 e BRS CaiapOnia se mostraram contrastantes
quanto a esse carater. A cultivar IAC 100 tem ciclo precoce, tipo de crescimento determinado
e segundo estudos prévios apresenta resisténcia parcial a ferrugem da soja, ja a cultivar BRS
Caiaponia, tem ciclo precoce, tipo de crescimento indeterminado e € altamente suscetivel a

ferrugem asiatica.

Foram utilizadas 87 progénies Fi, derivadas do cruzamento entre os genétipos BRS
Caiaponia e IAC 100. Os cruzamentos foram realizados em de casa de vegetacdo no ano de
2007, onde foram obtidas as geragdes F;. O avanco da geracdo F;, F, e a multiplicagdo dos
parentais foram realizadas também em casa de vegetacdo, no periodo de 2008 a 2009. As
progénies F, e F; e os parentais foram avaliados nos anos 2009 e 2010, em um experimento
para o estudo do controle genético da resisténcia a ferrugem asidtica (MARTINS, 2011), as
progénies Fy4 utilizadas nesse trabalho foram semeadas no ano de 2011. O delineamento foi de

blocos aumentados de Federer.

1.2. Avaliacao fenotipica

N

As progénies F4 e os parentais foram avaliados em campo quanto a severidade da

doenca. A severidade foi avaliada de acordo com o percentual da édrea foliar infectada com
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base na escala diagramdtica proposta por Juliatti (dados ndo publicados) que considera as

porcentagens 0.5, 5, 20, 40, 60 e 80% do tecido foliar infectado (ANEXO).

A severidade da ferrugem da soja foi avaliada, aos 80 dias apds a semeadura, pela
estimativa visual de trés folhas do terco médio da planta, por trés avaliadores diferentes,

obtendo-se assim a média para cada progé€nie e parentais.
1.3. Extracao e quantificacio de DNA

Amostras de tecido foliar de cada progénie e dos parentais foram coletadas durante o
estddio R3, armazenadas em sacos plasticos, devidamente identificados e armazenados em

ultrafreezer (-80 °C) até o momento da extracao.

O DNA gendmico dos parentais e de cada progénie foi purificado seguindo o
protocolo baseado na técnica do CTAB, proposto por Doyle & Doyle (1990), com algumas
modificagdes. Cerca de 50 mg de tecido foliar de cada amostra foi macerado e colocado em
microtubos de 1,5 mL. Adicionou-se em cada amostra 650 uL. do tampao de extracdo [Tris 1
M (pH 8,0), EDTA 0,5 M (pH 8,0), NaCl 5 M, CTAB 2 % (AJ, PVP 1 % (™A~D; B-
mercaptoetanol 2 % /)] a solugdo foi encubada a 65 °C por uma hora, sendo agitada a cada
20 minutos. Em seguida, prosseguiu-se a extracdo, 650 pL cloroférmio — dlcool isoamilico
(24:1 YA) foi adicionando e os tubos foram posteriormente centrifugados a 10.000 rpm por
10 minutos, 600 puL de sobrenadante do material centrifugado foi transferido para microtubos
de 1,5 mL e seu DNA precipitado com o mesmo volume de isopropanol gelado. Apds a
precipitacio, o DNA foi centrifugado novamente a 14.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado com a solucdo de lavagem [Etanol P.A 76%,
10 mM de acetato de amoOnio] repousando por 20 minutos, o material foi novamente
centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante descartado e 50 uLL de tampdo TE
foi adicionado. Para uma melhor purificagdo do DNA o mesmo foi novamente precipitado
com 5 puL de acetato de s6dio e 100 pL de etanol P.A. 95%, e centrifugado a 14.000 rpm por
15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA encubado a 37 °C por duas horas. Para
eliminagdo de residuos de RNA foram adicionados 50 pL de RNAse (10 ng.uL™) e os tubos
encubados por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente o DNA foi armazenado a -20 °C para

conservacao.
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Ap6és a extracdo, a concentracao de cada amostra foi determinada em NanoDrop 1.000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e a integridade verificada por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com Gel Red (Biotium). Apds a determinacdo da concentracdo e
qualidade do DNA, as amostras foram diluidas para uma concentracio de 10 ng.uL’ e

armazenadas a -20 °C.

1.4. Amplificacao dos Microssatélites

Os 87 marcadores Microssatélites utilizados neste trabalho foram previamente
identificados para a cultura da soja (TABELA 1A), os mesmos estdo distribuidos nos 20
grupos de ligagdo do mapa genético consenso (CREGAN, 1999; SONG et al., 2004), as
sequéncias dos primers e posicionamento dos mesmos, encontram-se disponiveis no site do
Soybase (http://soybase.agron.iastate.edu/). No presente trabalho marcadores, distribuidos

nos 20 grupos de ligacdo foram utilizados.

As reagdes de PCR foram realizadas em aparelho My Cycler Thermal Cycler (Bio
Rad), utilizando as seguintes condicdes: Tampao de PCR 1X, cloreto de magnésio (MgCl,)
1,5 mM, dNTPs 0,4 mM (40 uM de cada nucleotideo), primer forward 0,3 uM, primer
reverse 0,3 uM, Tag DNA Polimerase ® Invitrogen 1 U, 1 uL do DNA (25 ng.uL™) e dgua
deionizada autoclavada para completar o volume final de 12 pL. Para a amplificacdo dos
fragmentos foi utilizado o programa Touchdown (TD) PCR (DON et al., 1991) com

temperaturas de anelamento entre 45 e 60 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen) a 4% (p/v) e corados com Gel Red (Biotium) diluido 1:500. Os fragmentos
gerados foram visualizados em transluminador (Hoefer MacroVue UV-20) e

fotodocumentados.

1.5. Confeccao dos bulks segregantes

A partir da avaliacdo fenotipica, treze progénies avaliadas como resistentes € outras
treze avaliadas como suscetiveis foram selecionas e quantidades equimolares de seus DNAs
foram combinados para formacdo dos dois bulks segregantes. Segundo Michelmore (1991), o
nimero de amostras por bulk deve ser superior a doze, dessa forma, treze genétipos foram

selecionados para a formacgdo dos bulks.
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Para essa selec@o, consideraram-se como resistentes progénies com notas médias de
severidade inferior a 20% e como suscetiveis progénies com notas médias superiores a 60%

aos 80 dias apds a semeadura.

Os bulks foram avaliados juntamente com os parentais nos testes de primers, a fim de

se identificar o polimorfismo relacionado a resisténcia a P. pachyrhizi.

1.6. Analises dos Microssatélites

Para verificar se as diferencas existentes entre os dados coletados em campo eram
estatisticamente significativas, foram realizadas andlises de variancia (ANAVA), com auxilio
do programa Selegen-REML/BLUP (RESENDE, 2002) entre tratamentos, compreendendo os

parentais e as progénies.

Os marcadores identificados como polimérficos para os gendtipos parentais € bulks
contrastantes foram utilizados para a genotipagem das progénies F4, a segregacdo dos
marcadores foi avaliada aplicando o teste de conformidade do modelo (Xz) (NIKULIN, 1973)
para cada um dos marcadores, a fim de verificar a adequagdo ao modelo de distribui¢dao
genotipica de 7:2:7 (RAMALHO et al., 2005). Somente marcadores com segregacoes

adequadas foram considerados.

1.6.1. Construcao do mapa de ligacao genético

Apés as analises realizadas foi construido um mapa genético de ligacdo para os
marcadores Microssatélites polimorficos, baseado nos dados fenotipicos, utilizando o
programa MAPMAKER/Exp versao 3.0 (LANDER et al., 1987). Os critérios adotados para
formacgdo dos grupos de ligagdo foram LOD escore minimo 3,0, uma distancia entre marcas
adjacentes de 50 cM e a funcdo de mapeamento de Kosambi (1944) foi empregada para a

conversao das unidades de recombinacdo em distancias genéticas.

1.6.2. Mapeamento de QTLs associados a resisténcia

Foi realizada a busca por QTLs que estejam contribuindo com a resisténcia horizontal
a ferrugem asidtica da soja. Para isto, foi utilizado o conjunto de ferramentas de mapeamento

WinQTL Cartographer versao 2.5 (WANG et al, 2007), utilizando primeiramente
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mapeamento por marca simples e posteriormente para verificar a independéncia entre os
QLTs encontrados, foi realizado o mapeamento por intervalo composto (composite intervel

mapping — CIM), o LOD (Logarithm Of Odds — LYNCH; WALSH, 1998) score foide 2,5.

O LOD ¢ um teste de significancia para testar a hipdtese de ligacdo entre dois loci,
baseado na razdo de verossimilhanga, utilizando logaritmo na base 10. Dessa forma, um LOD
score com valor trés indica que a ocorréncia de ligacdo é mil vezes mais provdvel que a
segregacdo independente (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Trabalhos que mapeiam QTLs em
soja normalmente aceitam valores de LOD Score entre 2,0 e 3,0 para determinar uma
associacdo significativa (KASSEM et al, 2006; GUZMAN et al., 2007 GUTIERREZ-
GONZALEZ et al. 2009; ZHANG et al., 2004). Neste trabalho, o valor utilizado de LOD
Score foi de 2,5, j4 que se trata de estudos iniciais de identificacdo de QTLs sob acdo da

ferrugem asidtica da soja.

Analises de regressdo miltipla foram realizadas para detectar possiveis interacdes e
quantificar os efeitos dos QTLs identificados, a probabilidade de 5 % foi adotada para o

modelo (DRAPER; SMITH, 1996).
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2. RESULTADOS DE DISCUSSAO

2.1. Analises de variancia e componentes de média

De acordo com a andlise de variancia (ANAVA) realizada, os resultados obtidos pelo
teste de F (P < 0,1%) sugerem que existem diferencas significativas entre os genotipos
parentais e as progénies F4 (Tabela 1). A severidade da doenca € uma caracteristica
quantitativa, logo, altamente influenciada pelo ambiente, o que eleva a variancia ambiental,
consequentemente os valores de herdabilidade esperados sdo menores. Além disso, o
coeficiente de variacdo foi elevado (> 30), porém, experimentos de comparacdo entre
delineamentos experimentais demonstraram que os delineamentos em blocos aumentados

tendem a maiores CVs (DUARTE et al., 2001; BEARZOTI, 1994; SOUZA, 1997).

TABELA 1 — Quadro resumo da ANAVA entre as progénies e genitipos parentais.

CRUZAMENTO GL oM F
Bloco (cruzamentos) 21 33235 14717
Tratamento (ajustado) 4 173.56 768"
Interacdo Tratamento x Testemunhas 1 47.5 2.10%
Residuo intrabloco 68 2258
Total 94
Média 36.89
ag 5.10
o2 171.73
h? 69.40
CV (%) 30.28

GL, Graus de Liberdade; QM, Quadrado Médio; CV%, Coeficiente de Variacdo em porcentagem:; O3 ,
variincia genética; @ , varidncia ambiental, h* %, herdabilidade em porcentagem; **,*, significativo a
0,1 e 0,5% de probabilidade, pelo teste de F; ™, ndo significativo pelo teste de F.

2.2. Construcao do mapa de ligaciao genético

Para a identificagdo de polimorfismo entre os parentais IAC 100 e BRS Caiaponia e
entre os bulks segregantes foram testados 89 marcadores moleculares Microssatélites

distribuidos nos 20 grupos de ligacdo da soja descritos por Cregan et al. (1999) e Song et al.
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(2004). Destes, 52 pares de primers identificaram polimorfismo entre os parentais, porém
apenas 38 foram polimérficos para os parentais e os bulks simultaneamente (Tabela 1A), ou
seja, os outros os 16 pares de primers identificaram polimorfismo ligado a outras
caracteristicas contrastantes nos parentais que ndo estdo relacionadas a resisténcia a ferrugem
asidtica da soja. Os primers polimoérficos foram utilizados para a genotipagem das progénies

Fs.

Apesar do grande nimero de gendtipos de soja existente no Brasil, estudos tém
relatado que o germoplasma brasileiro possui pouca variabilidade genética, oriundo de poucos
ancestrais, resultando em uma estreita base genética (KUSSLER; BONETTI, 2008,
ALCANTARA NETO, 2001; MIRANDA et al., 2007). Estes estudos corroboram com oS
resultados obtidos neste trabalho, evidenciado pelo baixo polimorfismo identificado entre os
parentais pode ser explicado em parte pela base genética estreita da cultura da soja, o que

contribui para uma distancia genética menor entre eles.

Embora a cobertura do genoma fornecida pelos 37 marcadores SSR seja baixa, os
dados obtidos neste trabalho estabelecem o estdgio inicial de estudos de QTLs envolvidos na
resisténcia a ferrugem asidtica da soja. Destes 37 marcadores utilizados, apenas Satt440
apresentou desvio da propor¢ao esperada de individuos (7:5:7) e ndo foi utilizado nas andlises
e na constru¢do do mapa genético. Dos 36 marcadores restantes, 29 foram mapeados em um

mapa de ligacdo genética.

Nove grupos de ligacdo foram detectados, grupos esses representativos dos 20 grupos
descritos por Song et al. (2004) (Figura 1). Dos 36 marcadores utilizados para constru¢dao do
mapa de ligacdo, sete ndo foram mapeados em nenhum grupo de ligacdo, por estarem a uma
distancia genética maior que 50 cM, a ordem dos marcadores e a distincia dos mesmos,
podem ser comparadas ao mapa integrado de ligacao da soja (SONG et al., 2004), exceto para
o grupo de ligacdo C2 onde houve inversdo na ordem dos marcadores Satt277 e Sat_402. A

cobertura total do mapa foi de 285,9 cM.
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FIGURA 1. Mapa de ligacdo parcial da soja baseado em informacgdes genotipicas de 29
marcadores SSR de uma populagdo de mapeamento F, originada do cruzamento entre os
genoétipos de soja IAC 100 e Caiaponia. Os loci marcadores sdo mostrados a direita de cada
grupo de ligacdo (A2, C2, Dla, D2, E, G, J, L e N) e as distancias genéticas sdo indicadas a
esquerda. Fonte: SANTOS, 2015.
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Embora a cobertura ndo seja muito ampla, foi possivel encontrar QTLs para
caracteristicas de interesse mesmo em mapas de ligacdo pouco saturados. Outros trabalhos
relatam mapas com coberturas parciais do genoma usados para mapeamento de caracteristicas
agronOmicas especificas para a cultura da soja. Brogin (2005) construiu um mapa de ligacao
com 41 marcadores SSR, ligados em nove grupos, onde mapeou QTLs para septoriose, €
identificou genes de resisténcia a ferrugem asidtica. QTLs relacionados a teor de proteina e
6leo foram mapeados em nove GL formados por 25 marcadores SSR (RODRIGUES et al,,
2010). Santos et al., 2006 mapeou 24 marcadores Microssatélites em seis grupos de ligacao, a
fim de mapear QTLs associados a fixacdo de nitrogénio. Genes que conferem tolerancia a
salinidade da dgua foram mapeados por Guan e colaboradores (2014) usando 12 marcadores
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SSR mapeados no grupo de ligacio C. Porém, uma futura saturacdo de regides
cromossOmicas que possam estar relacionadas aos QTLs € vélida, pois desta maneira pode-se

estimar melhor o efeito de cada um deles.

2.3. Mapeamento de QTL:s associados a resisténcia a ferrugem asiatica

No mapeamento de QTLs por marca simples foi possivel identificar quinze picos na
curva de LOD score que ultrapassam o nivel de significancia (2,5), em seis grupos de ligagao
(FIGURA 2). Picos que ultrapassam o limite indicam a existéncia de possiveis QTLs
associados a resisténcia a doenca. Porém no mapeamento por intervalo composto (CIM),
apenas seis picos, em quatro diferentes grupos de ligagcdo, foram confirmados como QTLs. De
acordo com a analise de regressdo multipla, os efeitos aditivos prevalessem nestes QTLs

(TABELA 2).

Nesse trabalho foram identificados e mapeados de seis QTLs que contribuem para a
resisténcia parcial da ferrugem asidtica da soja. O resumo de todos os QTLs encontrados, os
grupos de ligacdo correspondentes, posicdo que foram identificados, os valores de LOD,
efeito aditivo e porcentagem de variacdo fenotipica podem ser observados na Tabela 1. Os
QTLs explicam em conjunto mais de 54 % do cardter, sendo que 37,05 % da variacdo é
explicada por dois QTLs de maior efeito (QTL 3 e QTL 5), flanqueados pelos marcadores
Satt208, Satt186, Satt688 e Satt324. Esses marcadores podem ser utilizados para selecao

assistida por marcadores moleculares (SAM).

TABELA 2 — Descri¢ao dos QTLs significativos detectados para resisténcia para resisténcia a
ferrugem asidtica da soja na populacdo de mapeamento Fj.

Posiciio Efeito R’
QTL GL Intervalo cl\?l LOD Aditivo (%)
QTL 1 C2 (6) Satt376 - Satt277 3.83 4.0 -0.85 2.80
QTL2 C2(6) Satt079 - Staga001 19.51 4.3 -0.58 1.36
QTL3 D2(17) Satt208 - Satt186 17.20 53 -1.49 10.70
QTL4 D2 (17) Satt186 - Sct_137 48.34 3.6 -0.27 0.83
QTL 5 G (18) Satt688 - Satt324 18.31 10.1 -6.73 26.35
QTL 6 N (3) Satt009 - Satt675 3.00 6.6 -3.77 12.65

GL, grupo de ligagdo, sendo os valores entre parenteses o correspondente ao numero do
cromossomo; LOD score; Efeito, efeito aditivo; R® (%), coeficiente de determinacdo em
porcentagem.

No mapeamento por marca simples do grupo de ligagdao C2, pode-se observar que dois

picos ultrapassaram o limite de 2,5 para o LOD (FIGURA 2A). O mapeamento CIM
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confirmou a significincia e magnitude destes picos, como dois QTLs indepentes associados a
resisténcia a ferrugem (Figura 3). De acordo com a andlise de regress@ao multipla os dois
QTLs indentificados possuem pequeno efeito, explicando 2,8 % e 1,36 % do caréter
respectivamente (TABELA 2). O QTL 1 flanqueado pelos marcadores Satt376 e Satt277, é
responsavel por uma diminui¢do de 0.85 pontos percentuais na média para severidade
enquanto que o QTL 2 flanqueado pelos marcadores Satt079 e Staga0O1 diminui apenas 0,58
pontos na média (Tabela 2). O QTL 2 encontra-se a apenas 0,40 cM do marcador Satt079.
Este marcador foi relatado em outros trabalhos de indentificacdo de QTLs em soja, como
resistencia a sindrome da morte suibita da soja (SDS) (KAZI et al., 2008), producdo de
sementes (REINPRECHT et al. 2006), porém ndo existem na literatura trabalhos que o

relatem como polimérfico para resisténcia a ferrugem.

FIGURA 2. Curva de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo C2. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada entre as marcas. O nivel de
significincia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada horizontal. Sendo: a)
Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo composto (CIM). Fonte:
SANTOS, 2015.
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De acordo com o mapa integrado de QTL para doengas fungicas em soja (WANG et
al., 2010) o grupo de ligacdo C2 também possui QTLs para resisténcia a Rhizoctonia solani, e
a podridao vermelha da raiz. No mapa concenso da soja (SONG, et al., 2004), também sao

relatados QTLs ligados a resisténcia a Phytophthora sojae (WU et al., 2010) e a Sclerotinea
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sclerotiorum (HUYNH et al., 2010).

No grupo de ligacdo D2 o mapeamento de marca simples indicou a existéncia de seis
possiveis QTLs atuando no cardter (FIGURA 3), porém a andlise de por intervalo composto
evidenciou que apenas dois QTLs independentes atuam nesse grupo (FIGURA 3), sendo o
QTL 3 entre os marcadores Satt208 e Satt186, atua diminuindo 1,49 pontos na média
explicando 10,70 % da variacdo do carater (TABELA 1). O QTL 4 identificado é de pequeno
efeito, se encontra entre os marcadores Satt186 e Sct_137, esse marcador explica apenas 0,83

% da variacao na média da severidade (TABELA 1).

FIGURA 3. Curva de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo D2. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada entre as marcas. O nivel de
significincia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada horizontal. Sendo, a)
Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo composto (CIM). Fonte:
SANTOS, 2015.

No mapa integrado de QTLs relacionados a doencas fungicas, proposto por Wang e
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colaboradores (2010), essa regido também é contemplada por QTLs para resisténcia a
Sclerotinea sclerotiorum e sindrome da morte stbita da soja (SDS). Além disso, um QTL de
grande efeito relacionado a resisténcia ao nematdide de cisto também foi relatado proximo a

essa regidao mapeada no GL D2 (SCHUSTER et al., 2001).

O mapeamento por marca simples evidenciou dois picos superiores ao limite de
significancia do LOD no grupo de ligacdo G, desses apenas um QTL de efeito maior foi
confirmado pelo mapeamento por intervalo composto (CIM) (Figura 4). Esse QTL, localizado

61



entre os marcadores Satt688 e Satt324, explica sozinho, 26,35 % da variag¢do fenotipica para a
resisténcia a ferrugem, sendo responsavel por um decréscimo de 6,73 pontos percentuais na
média de severidade (Tabela 1). Varios QTLs relacionados caracteristicas de importancia
agronomica j& foram relatados em regides proximas e esta, como, resisténcia a sindrome da
morte subita em soja (KAZI et al., 2008; IGBAL et al., 2001; ABDELMAIJID et al., 2012) e a
Sclerotinia sclerotiorum (ARAHANA et al., 2001).

FIGURA 4. Curva de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo G. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada entre as marcas. O nivel de
significincia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada horizontal. Sendo, a)
Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo composto (CIM). Fonte:
SANTOS, 2015.
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O ultimo QTL foi mapeado no grupo de ligacdo N, de efeito médio, flanqueado pelos
marcadores Satt009 e Satt675, esse QTL explica 12,65 % da variacdo do cardter, sendo
responsdvel por menos 3,77 pontos percentuais na nota média de severidade (Tabela 1). O
Grupo de ligacdo N apresenta varios QTLs relacionados a resisténcia a doenga em plantas, e
especificamente nesta regido, foram relatados QTLs para resisténcia parcial a Phytophthora

sojae (LEE et al., 2013) e S sclerotiorum (ARAHANA et al., 2001).

Nos grupos de ligacdo A2 e J pequenos picos, porém, significantes foram identificados
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pelo mapeamento de marcas simples, no entanto, quando analisados pelo CIM, os picos ndo
ultrapassaram o nivel de significancia de 2,5 para o LOD (Figura 5). Nas analises de regressao

multiplas os efeitos dos QTLs, também ndo foram significativos.

FIGURA 5. Curva de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja nos grupos de
ligacdo A2 e J. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada entre as marcas. O
nivel de significancia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada horizontal. Sendo, a)
Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo composto (CIM). Fonte:
SANTOS, 2015.
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Os grupos de Ligacdo C2 (cromossomo 6), G (18), J (16), N (3) e sdo conhecidos na
literatura pela existéncia de genes verticais relacionados a resisténcia a ferrugem asidtica da
soja (SILVA et al., 2008 HYTEN et al., 2009; GARCIA et al., 2008; LI et al., 2012), Foram
identificados QTLs nos grupos C2, G e N. Sendo que o QTL mais préximo a um destes genes
de resisténcia foi o QTL 6, mapeado no grupo N, identificado em uma regido separada por
aproximadamente 20 cM da regido onde o gene de resisténcia Rpp5 foi mapeado (GARCIA et
al., 2008 e MORCELI et al., 2008), de acordo com o mapa consenso da soja (SONG et al.,
2004). Os outros QTLs mapeados encontram-se em regides distintas as dos genes Rpps. Os
QTLs sdo regides cromossOmicas onde se encontram vdrios genes de pequeno efeito, e nao
precisam estar necessariamente nas mesmas regides dos genes que conferem resisténcia
vertical a doenca (GARCIA et al., 2008). Santos (2010) relatou a existéncia de QTLs em

regides distintas aquelas mapeadas para os genes de resisténcia a ferrugem. Nao foram
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detectados QTLs para o grupo J, a auséncia de QTLs para esse grupo pode ser explicada pela
falta de saturacdo do mapa de ligagdo, visto que a maioria dos marcadores ficaram

concentrados em uma dnica regiao.

Acredita-se que esses QTLs sejam importantes para que os gendtipos apresentem
resisténcia horizontal ao patégeno, sendo necessarias novas andlises em ambientes diferentes,
sob condi¢des diferentes das apresentadas durante a conducdo deste experimento para

confirmacao dos resultados.

A utilizacdo de mais marcadores a fim de saturar o mapa genético € necessaria, no
intuito de aumentar a cobertura do genoma e diminuir o espacamento entre os marcadores,

que € relativamente alto, este fato pode ter dificultando a identificacdo de outros QTLs

presentes nessas regioes, além de refinar a localizagdo dos QTLs identificados.

Existem poucos estudos voltados para o mapeamento de QTLs que possam influenciar
a resisténcia horizontal a ferrugem asidtica da soja, o que tornam promissores os dados
obtidos. Ainda assim, esses resultados necessitam ser validados, para isso devem-se utilizar os

marcadores para selecdo em uma ou mais populacdes segregantes e em diferentes ambientes.
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3. CONCLUSOES

O mapa de ligacdo construido cobre 285,9 cM do genoma, em nove diferentes grupos

de ligacao.
Ao todo seis QTLs ligados a resisténcia da ferrugem asidtica da soja foram mapeados,
juntos estes explicam mais de 54 % da variacdo para o cardter.

Os marcadores mais eficientes para sele¢do assistida sdo Satt208, Satt186, Satt688 e
Satt324, pois selecionam dois QTLs de maior efeito, capazes de explicar mais de 37 % da

varia¢do fenotipica do caréter.
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CAPITULO 4

MAPEAMENTO E COMPARACAO DE QTLS ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA
PARCIAL A FERRUGEM ASIATICA EM SOJA EM GERACOES AVANCADAS

70



RESUMO

A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi € uma doenca
importante da soja em vdrias regides do mundo. Atualmente tem causado grandes perdas de
produtividade nos principais paises produtores. O objetivo desse trabalho foi identificar
marcadores Microssatélites ligados a QTLs para resisténcia a P. pachyrhizi, utilizando uma
populacdo de plantas F; derivada do cruzamento entre os gendtipos IAC 100 (resisténcia
parcial) e BRS CaiapOnia (suscetivel), e posteriormente comparar os QTLs identificados com
QTLs identificados em uma populacdo F, derivada deste mesmo cruzamento. 37 marcadores
Microssatélites polimoérficos para os genitores, foram utilizados para genotipar as plantas da
geracdo F;, previamente avaliada para resisténcia/suscetibilidade a ferrugem. Foi construido
um mapa de ligacdo genética, onde 29 marcadores foram mapeados em nove diferentes
grupos de ligacdo, cobrindo 266,4 cM do genoma, esse mapa foi praticamente idéntico ao
mapa obtido para a geragdo F4. Quatro dos seis QTLs identificados na geracdo F, foram
identificados na geracdo F;, demostrando estabilidade para essas regides genOmicas,
indicando que os marcadores flanqueadores destas regides podem ser ferramentas uteis para a
selecdo assistida por marcadores moleculares.

Palavras-chave: Phakopsora pachyrhizi, Resiténcia Horizontal, Marcadores Moleculares,
Microssatélites, Melhoramento

'Orientador: Fernando Cézar Juliatti — UFU.
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ABSTRACT

Asian soybean rust caused by Phakopsora pachyrhizi is an important disease of soybean in
several regions of the world. Currently it has caused major yield losses in major producing
countries. The objective of this study was to identify microsatellite markers linked to QTLs
for resistance to P. pachyrhizi, using a population of F7 plants derived from the cross between
the cultivars IAC 100 (partial resistance) and BRS Caiaponia (susceptible), and then compare
the QTLs identified with QTLs identified in an F4 population derived from this same
crossing. 37 microsatellite polymorphic markers for the parents, were used to genotype the
plants F7 generation, previously evaluated for resistance / susceptibility to rust. A genetic
linkage map, where 29 markers were mapped in nine different linking groups, covering 266.4
cM genome was constructed, this map is virtually identical to map obtained for the F4
generation. Four of the six QTLs identified in the F4 generation were identified in the F7
generation, that showing stability for these genomic regions, indicating that the markers
flanking these regions can be useful tools in Marker assisted selection.

Keywords: Phakopsora pachyrhizi, horizontal resistance, molecular markers, SSR, breeding.

! Adviser: Prof. Fernando Cezar Juliatti — UFU
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1. INTRODUCAO

A ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, ¢ uma das
doencas mais sérias na cultura da soja. Essa doenca tem causado preocupacdo, tanto para os
produtores quanto para pesquisadores, devido sua agressividade, causando perdas de até 80 %
nas lavouras, além de facil disseminacdo, acometendo quase todas as dreas cultivadas

atualmente.

A principal forma de controle é o uso de fungicidas, que incrementa os custos de
producdo. Por essa razdo, as pesquisas que visam a obtencdo de gendtipos resistentes tém se
intensificado. A busca por gendtipos com genes que confiram resisténcia total a doenca €
muito dificil, pois genes responsaveis pela resisténcia vertical sdo rapidamente quebrados
devido a variabilidade elevada do patogeno. Dessa forma, espera-se que a resisténcia

poligénica possa ser mais efetiva, reduzindo a taxa de infec¢do da doenca.

A identificacdo de marcadores moleculares ligados a QTLs que confiram resisténcia a
patégenos € uma ferramenta importante para os programas de melhoramento, visto que reduz
consideravelmente o tempo gasto com avaliacOes, permitindo monitorar e acelerar a

introdugd@o genes responsdveis pela resisténcia no germoplasma cultivado.

Além de identificar esses QTLs, é importante que estes sejam estdveis no genoma,
permitindo a selecdo em qualquer fase ou geracdo durante o processo de melhoramento.
Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram identificar mapear e quantificar os efeitos de
QTLs na geragdo de mapeamento F7, além de comparé-los com QTLs previamente mapeados

em uma populacio F, derivada do mesmo cruzamento.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratdrios de Micologia e Protecao de
Plantas (LAMIP) e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Agrédrias no Campus
Umuarama e na estacdo experimental do Campus Gloria, localizada na latitude Sul 18°56°56”
e 48°12°21” longitude Oeste, a 919 metros acima do nivel do mar, da Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia-MG.

2.1. Material genético

Foram utilizadas 70 progénies F7 derivadas do cruzamento entre as entre os genotipos
BRS Caiapodnia e IAC 100. Os cruzamentos foram realizados em 2007 e o avanco de geracdes

nos anos seguintes, sendo que a geracao F; foi semeada no ano de 2014.

A escolha dos genitores foi tomada de acordo com a reagdo dos mesmos frente a
ferrugem asiatica da soja. Os gen6tipos IAC 100 e BRS CaiapOnia se mostraram contrastantes
quanto a esse cardter (MARTINS, 2011). A cultivar IAC 100 tem ciclo precoce, habito de
crescimento determinado e segundo estudos prévios apresenta resisténcia parcial a ferrugem
da soja (SILVA, JULIATTI, SILVA, 2007), ja a cultivar BRS Caiapdnia, tem ciclo precoce,

hédbito de crescimento indeterminado e € altamente suscetivel a ferrugem asiatica.
2.2. Preparo do inoculo e inoculacao com P. pachyrhizi

A inoculagdo do patégeno foi realizada para garantir a incidéncia da doenca no campo.
Como o agente causal da ferrugem é um parasita obrigatdrio, o bulk contendo os isolados do
patégeno usado para este experimento foi obtido de folhas infectadas com abundante

esporulagdo coletadas em campo.

ApOs a obtengdo dos esporos, estes foram suspensos em dgua destilada e contados em
camara de contagem de células (Neubauer). A solucdo foi diluida em dgua destilada para uma
concentracio de 10° esporos.mL”, como espalhante adesivo utilizou-se 6leo vegetal na

proporgio de 0,5 mL.L™" de solugio.
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Com o auxilio de pulverizador manual, o inoculo de ferrugem foi aplicado nas
entrelinhas. A inoculacdo foi realizada ao anoitecer para evitar a inviabilizacdo dos
uredosporos pela falta de dgua livre nas folhas e baixa umidade do ambiente, causados pelas
temperaturas mais altas durante os hordrios de maior insola¢do. Este processo ocorreu no

momento em que as plantas alcangaram o estddio R1 (FEHR; CAVINESS, 1981).

2.3. Avaliacao fenotipica

As progénies F; foram avaliadas em condi¢des de campo quanto a severidade da
doenca. A escala diagramatica proposta por Juliatti (dados ndao publicados) (Figura 1A), que

considera as porcentagens 0.5, 5, 20, 40, 60 e 80% do tecido foliar infectado foi utilizada.

A severidade da ferrugem da soja foi avaliada, aos 80 dias apds a semeadura, pela
estimativa visual de trés foliolos do terco médio da planta, por dois avaliadores diferentes,

obtendo-se assim a média para cada progénie.

2.4. Extracao e quantificacio de DNA

Amostras de tecido foliar de cada progénie foram coletadas durante o estiddio R3,
armazenadas em sacos pldsticos, devidamente identificados e armazenados em ultrafreezer (-

80 °C) até o momento da extracao.

O DNA gendmico foi purificado seguindo o protocolo baseado na técnica do CTAB,
proposto por Doyle e Doyle, (1990) com algumas modificacdes. Cerca de 50 mg de tecido
foliar de cada amostra foi macerado e colocado em microtubos de 1,5 mL. Adicionou-se em
cada amostra 650 pL do tampao de extracdo [Tris 1 M (pH 8,0), EDTA 0,5 M (pH 8,0), NaCl
5M, CTAB 2 % (™#A), PVP 1 % (™M#); B-mercaptoetanol 2 % (/)] a solugio foi encubada
a 65 °C por uma hora, sendo agitada a cada 20 minutos. Em seguida, prosseguiu-se a extracgao,
650 uL cloroférmio — dlcool isoamilico (24:1 ¥/+) foi adicionando e os tubos foram
posteriormente centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos, 600 pL de sobrenadante do
material centrifugado foi transferido para microtubos de 1,5 mL e seu DNA precipitado com o
mesmo volume de isopropanol gelado. Apds a precipitacio, o DNA foi centrifugado
novamente a 14.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado

com a solucdo de lavagem [Etanol P.A 76%, 10 mM de acetato de amonio] repousando por 20
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minutos, o material foi novamente centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante
foi descartado e 50 uL de tampdo TE foi adicionado. Para purificar ainda mais o DNA o
mesmo foi novamente precipitado com 5 uL de acetato de so6dio e 100 pL de etanol P.A.
95%, e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA
encubado a 37 °C por duas horas. Para eliminacao de residuos de RNA foram adicionados 50
uL de RNAse (10ng.uL™) e os tubos encubados por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente o

DNA foi armazenado a -20 °C para conservagao.

Ap6s a extracdo, a concentracao de cada amostra foi determinada em NanoDrop 1.000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e a integridade verificada por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com Gel Red (Biotium). Apds a determinacdo da concentracdo e
qualidade do DNA, as amostras foram diluidas para uma concentracio de 10 ng.uL’ e

armazenadas a -20 °C.

2.5. Amplificacio dos Microssatélites

Os 37 marcadores Microssatélites utilizados neste trabalho foram previamente
identificados como ligados a resisténcia parcial a ferrugem asidtica da soja. As sequéncias dos
primers e posicionamento dos mesmos, no mapa genético consenso da soja (SONG et al.,

2004), encontram-se disponiveis no site do Soybase (http://soybase.agron.iastate.edu/).

As reagdes de PCR foram realizadas em aparelho My Cycler Thermal Cycler (Bio
Rad), utilizando as seguintes condicdes: Tampao de PCR 1X, cloreto de magnésio (MgCl,)
1,5 mM, dNTPs 0,4 mM (40 uM de cada nucleotideo), primer forward 0,3 uM, primer
reverse 0,3 uM, Tag DNA Polimerase ® Invitrogen 1 U, 1 uL do DNA (25 ng/uL) e dgua
deionizada autoclavada para completar o volume final de 12 pL. Para a amplificacdo dos
fragmentos foi utilizado o programa Touchdown (TD) PCR (DON et al., 1991), com

temperaturas de anelamento entre 45 e 60 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen) a 4% (p/v) e corados com Gel Red (Biotium) diluido 1:500. Os fragmentos
gerados foram visualizados em transluminador (Hoefer MacroVue UV-20) e

fotodocumentados.

2.6. Analises dos Microssatélites
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Os 38 marcadores SSR utilizados para genotipagem da geracdao F; foram previamente
identificados como polimérficos para os gendtipos parentais (Tabela 1A), a segregacdo dos
marcadores foi avaliada aplicando o teste de conformidade do modelo (Xz) (NIKULIN, 1973)
para cada um dos marcadores, a fim de verificar a adequagdo ao modelo de distribui¢dao
genotipica (1:1) (RAMALHO et al., 2005). Somente marcadores com segregacdes adequadas

foram considerados para as anélises.

2.7. Construcao do grupo de ligacao genético

Ap6s as analises realizadas foi construido um mapa genético de ligacdo para os
marcadores Microssatélites polimérficos, baseado nos dados fenotipicos, utilizando o
programa MAPMAKER/Exp. versdo 3.0 (LANDER et al., 1987). Os critérios adotados para
formacdo dos grupos de ligagdo foram LOD escore minimo 3,0, uma distancia entre marcas
adjacentes de 50 cM e a funcdo de mapeamento de Kosambi (1944) foi empregada para a
conversdao das unidades de recombinacdo em distancias genéticas. O mapa obtido foi

comparado com o mapa previamente obtido para geracio Fi.

2.8. Mapeamento de QTLs associados a resisténcia

Foi realizada a busca por QTLs que estejam contribuindo com a resisténcia horizontal
a ferrugem asidtica da soja. Para isto, foi utilizado o conjunto de ferramentas de mapeamento
WinQTL Cartographer versao 2.5 (WANG et al., 2007), utilizando primeiramente
mapeamento por marca simples e posteriormente para verificar a independéncia entre os
QLTs encontrados, foi realizado o mapeamento por intervalo composto (composite interval

mapping — CIM), o LOD (Logarithm Of Odds — LYNCH; WALSH, 1998) score foi de 2,5.

O LOD ¢ um teste de significancia para testar a hipdtese de ligacdo entre dois loci,
baseado na razdo de verossimilhanga, utilizando logaritmo na base 10. Dessa forma, um LOD
score com valor trés indica que a ocorréncia de ligacdo é mil vezes mais provdvel que a
segregacdo independente (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Trabalhos que mapeiam QTLs em
soja normalmente aceitam valores de LOD Score entre 2,0 e 3,0 para determinar uma
associacdo significativa (KASSEM et al, 2006; GUZMAN et al., 2007 GUTIERREZ-
GONZALEZ et al. 2009; ZHANG et al., 2009). Neste trabalho, o valor utilizado de LOD
Score foi de 2,5, ja que se trata de estudos iniciais de identificacdo de QTLs sob acdo da
ferrugem asidtica da soja.
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Analises de regressdo miltipla foram realizadas para detectar possiveis interacdes e
quantificar os efeitos dos QTLs identificados, a probabilidade de 5 % foi adotada para o

modelo (DRAPER; SMITH, 1996).

A fim de verificar a estabilidade dos QTLs encontrados, os mesmos foram
comparados, quanto a magnitude e localizacdo, com QTLs mapeados na geracdo F4 oriunda

do mesmo cruzamento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Construcao e comparacao do mapa de ligacio genético

Foram utilizados 38 marcadores Microssatélites (Tabela 1A), previamente
identificados como polimérficos para os parentais foram utilizados para genotipar as 70
progénies F;. Dois destes 38 marcadores (Satt440 e Satt260) apresentaram desvio da
proporgio esperada (1:1) pelo teste de (%) e ndo foram utilizados nas andlises e na construgio
do mapa genético. Dos 36 marcadores restantes, 29 foram mapeados em um mapa de ligacdo

genética.

Nove grupos de ligacido foram detectados, grupos esses compardveis aos 20 grupos de
ligacdo do mapa consenso da soja (SONG et al., 2004; CREGAN et al., 1999) (Figura 1). Dos
36 marcadores utilizados para construcdo do mapa de ligacdo, seis ndo foram mapeados em
nenhum grupo de ligagdo, por estarem a uma distancia genética maior que 50 cM
FIGURA 1. Comparacdo entre os grupos de ligacio D2, Dla e G das populacdes de
mapeamento F; e F, originadas do cruzamento entre os genétipos de soja IAC 100 e

Caiaponia. Os loci marcadores sdo mostrados a direita de cada grupo de ligacdo e as
distancias genéticas sdo indicadas a esquerda. Fonte: SANTOS, 2015.
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O mapa de ligacdo obtido para a geracdo F, é semelhante ao mapa obtido para a
geracdo F4, cobrindo 266,4 cM, (285,9 cM na geracdo F.) (Figura 2A) Em apenas trés dos
nove grupos houveram diferencas, os marcadores Satt199 e Satt566 aparecem invertidos no
grupo de ligacdo G, e as distancias entre os marcadores Sat_110 e Satt129 no grupo Dla e
entre os marcadores Satt208, Satt186 e Sct_137 no grupo de ligagdo D2 foram menores no
mapa obtido na populacdo F; (Figura 1). Essas diferencas devem ter ocorrido devido a baixa

saturacao do mapa .

Austin e Lee (1996) construiram mapas de ligacdo entre populacdes F2:3 e F6:7, e
obtiveram mapas praticamente identicos em ambas populacdes, com apenas 1 cM de
diferenga entre eles, as posi¢cdes dos marcadores também foram semelhantes, ocorrendo a

inversdo na posi¢cdo de dois marcadores.
3.2. Mapeamento e comparac¢ao de QTLs associados a resisténcia a ferrugem asiatica.

No mapeamento de QTLs por marca simples foi possivel identificar oito picos na
curva de LOD score que ultrapassam o nivel de significancia (2,5), mapeados em trés grupos
de ligacdo. Picos que ultrapassam o limite indicam existéncia de possiveis QTLs associados a
resisténcia a doenca. Porém no mapeamento por intervalo composto (CIM), apenas quatro

picos, nesses mesmos trés grupos de ligacdo, foram confirmados como QTLs .

TABELA 1. Descri¢cao dos QTLs significativos detectados para resisténcia para resisténcia a
ferrugem asidtica da soja na populacdo de mapeamento F7. Fonte: SANTOS, 2015.

T < . 2
QTL GL Intervalo Posicao Efeito R

M O Lditive (%)
QTL1  D2(17) Sat208-Satti86 2030 7.9  -438  14.50
QTL2  D2(17) Sattl$6-Sct_137 3120 54  -276 5.5
QTL3  G(I8) Satt688-Sat324 2031 131 -873  30.64
QTL4  N@3)  Satt675-Sattl2s 978 72  -435 1277

GL, grupo de ligacdo sendo os valores entre parenteses o correspondente ao nimero do
cromossomo; LOD score; Efeito, efeito aditivo; R® (%), coeficiente de determinagcdo em
porcentagem.

No grupo de ligacdo D2 quatro picos significativos foram identificados, a analise
intervalo composto evidenciou que dois QTLs indepentes eram responsdveis por esses picos.
O QTL 1, de maior efeito, com LOD score 7,9 explica sozinho 14,5 % da variagcdo fenotipica
para a severidade. Na geragdo F, também foi identificado um QTL para essa mesma regido,

porém com menor efeito (10,7 %) (TABELA 1). O segundo QTL identificado neste grupo
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explica 5,15 % da variacdo fendpica, reduzindo 2,76 pontos da média de severidade

(TABELA 1).

FIGURA 2. Curvas de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo D2, nas populagdes F4 e F7. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada
entre as marcas (marcas em cinza representam as distancias encontradas para F4). O nivel de
significincia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada horizontal. Sendo a)

Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo composto (CIM). Fonte:
SANTOS, 2015.
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O mapeamento por marca simples do GL G revelou um QTL de grande efeito entre os
marcadores Satt688 e Satt324, sendo responsdvel por 30,64 % da variagdo para o caréter,
reduzindo 8,73 pontos percentuais na nota média para severidade. Esse mesmo QTL foi

mapeado na geracdo F4 explicando 26,35 % da variacdo fenotipica.

FIGURA 3. Curvas de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo G, nas populacdes F4 e F;. A distancia entre os marcadores, em cM, estd indicada
entre as marcas. O nivel de significancia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada
horizontal. Sendo a) Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo
composto (CIM). Fonte: SANTOS, 2015.
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No grupo de ligacdo N tanto no mapeamento por marca simples, quanto no
mapeamento por intervalo composto, um pico significativo foi identificado entre os
marcadores Satt675 e Satt]125, representando um QTL de médio efeito, que explica 12,77 %
da variacdo fenotipica. Esse QTL nao foi mapeado na geracdo F, nessa regido, e sim entre os
marcadores Satt009 e Satt675, evidenciando uma possivel recombinagdo cromossdmica entre
esses loci durante o avango de geracdes. Porém, mesmo com a mudanga de posicionamento, o
QTL esta sendo flanqueado nas duas populacdes pelos marcadores Satt009 e Satt125. O loco
representado pelo marcador Satt009 foi descrito como associado a outros QTLs relacionados
com a resisténcia a doencas em soja, como mofo branco (ARAHANA et al, 2001) e
Phytophthora sojae (LEE et al., 2013). No entanto o marcador Satt125, até o momento, ndo

havia sido relatado com ligado a QTL envolvidos na resisténcia a doencas em soja.

FIGURA 3. Curvas de LOD score para severidade de ferrugem asidtica da soja no grupo de
ligacdo N, nas populagdes F4 e F;. As distancias entre os marcadores, em c¢M, estdo indicadas
entre as marcas. O nivel de significancia do LOD (2,5) estd indicado pela linha pontilhada
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horizontal. Sendo a) Mapeamento por marca simples e B) Mapeamento por intervalo
composto (CIM). Fonte: SANTOS, 2015.
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Ao todo foram identificados e mapeados quatro QTLs relacionados a resisténcia
parcial da ferrugem asidtica da soja na geracdo F;. Os grupos de ligacdo correspondentes,
posicdo que foram identificados, os valores de LOD, efeito aditivo e porcentagem de variagdo

fenotipica para cada QTL, podem ser observados na Tabela 1.

Os quatro QTLs detectados explicam, em conjunto, 63,03 % do caréter. Na geracdo F4
foram mapeados seis QTLs, que explicam, juntos, 54,69 % do efeito do cardter (TABELA 1).
A diferenca entre os QTLs identificados nas duas populagdes de mapeamento podem estar
ligadas a baixa saturacdo do mapa de ligacdo para ambas as populagdes, além da instabilidade
dos QTLs de menor efeito evidenciando uma possivel interagdo entre os QTLs e as geracoes.
Além disso, pode existir interacdo entre os QTLs e os ambientes, uma vez que o0s
experimentos foram conduzidos em diferentes locais e épocas. Austin e Lee (1996), também
relatam diferencas no mapeamento entre diferentes geracdes de mapeamento, derivadas do
mesmo cruzamento. Estes autores detectaram nas geracdes F,.z e Fs; QTLs de diferentes
magnitudes e posicoes, além de detectarem apenas 13, dos 40 QTLs mapeados na geracao

F».3, na geracao Fe.7.
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Os trés grupos de ligacdo que apresentam QTLs significativos na geracdo F;, G, D2 e
N, também apresentaram QTLs significativos pra a geracao Fi, e coincidentemente foram os
QTLs de maior efeito nas duas populacdes de mapeamento, evidenciando a estabilidade

desses QLTs.

Takuno e colaboradores (2012) comparam, através de simulacdes, populacdes de
mapeamento F4 e F; e propdem que a identificagdo de QTLs em geracdes iniciais € tao
eficiente quanto em geracOes avancgadas, e pode reduzir os gastos inerentes com o avango das
geracOes. Porém, os resultados obtidos no presente estudo, demonstram que apesar de os
QTLs, de maior efeito, identificados serem coincidentes nas duas geragdes de mapeamento
(Fs+ e F7), na geracdo Fi, foram identificados QTLs de menor efeito, e estes ndo foram
identificados na geracdo F;, demonstrando a instabilidade com o avango de geragdes. Dessa
forma, o uso de geragdes iniciais para o mapeamento de QTLs deve ser considerado eficiente,
porém € cauteloso desconsiderar QTLs de pequeno efeito, e dessa forma, evitar falsos

positivos durante a selec@o assistida por marcadores.

Os marcadores flanqueadores das regides cromossdmicas, onde se encontram dos
QTLs de maior efeito: Satt208, Satt186, Satt688, Satt324, Satt 009, Satt675 e Satt125 podem

ser efetivos para a selecdo assistida por marcadores.

Ainda assim, os QTLs detectados precisam ser validados, e para isso devem ser
testados em populagdes segregantes, em diferentes locais, a fim de confirmar suas

efetividades.
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4. CONCLUSOES

O mapa de ligacdo construido cobriu 266,4 cM do genoma, em nove diferentes grupos

de ligacao.

Ao todo quatro QTLs, em trés grupos de ligacio (D2, G e N), relacionados a
resisténcia da ferrugem asidtica da soja foram mapeados, juntos estes explicam 63,03 % da

variagdo para o cardter. Trés QTLs se mostraram estdveis e de maior efeito sobre o carater.

Os marcadores mais eficientes para sele¢do assistida sdo Satt208, Satt186, Satt688 e
Satt324, pois selecionam dois QTLs estdveis e de maior efeito, capazes de explicar mais de 45

% da variacao fenotipica do caréter.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O cruzamento melhor ranqueado neste trabalho foi entre os genétipos entre IAC 100 e
BRS CaiapOnia, por apresentar maiores ganhos de selecdo preditos, com alta acurdcia de
selec@o e boa herdabilidade para a resisténcia a ferrugem asidtica. E por isso este foi escolhido
para o avanco de geracOes, a fim de identificar marcadores polimérficos e mapear QTLs

ligados a resisténcia a ferrugem asidtica da soja.

Ao todo seis QTLs foram mapeados na geracdo F4, e quatro foram mapeados na
geracdo F;. Sendo esses quatro os QTLs de maior efeito, coincidentes em ambas as
populacdes de mapeamento. A geracao F; foi mais eficiente para 0 mapeamento, pois apenas

0s QTLs estaveis e de maior efeito foram identificados.

Os marcadores mais eficientes para sele¢do assistida sdo Satt208, Satt186, Satt688 e
Satt324, pois selecionam dois QTLs estdveis e de maior efeito, capazes de explicar mais de 45

% da variacdo fenotipica do caréter.

88



7. ANEXOS

FIGURA 1A: Escala diagramdtica para avaliar a severidade da ferrugem da soja (dados ndo

publicados).
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FIGURA 2A - Mapa de ligagdo parcial da soja baseado em informacgdes genotipicas de 29
marcadores SSR de uma populagdo de mapeamento F; originada do cruzamento entre os
genoétipos de soja IAC 100 e Caiaponia. Os loci marcadores sdo mostrados a direita de cada
grupo de ligacdo (A2, C2, Dla, D2, E, G, J, L e N) e as distancias genéticas sdo indicadas a

esquerda.
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TABELA 1 A — Marcadores Microssatélites polimoérficos para o cruzamento IAC 100 e Caiapdnia utilizados para constru¢do do mapa
genético. Fonte: SANTOS, 2015.

SSR GL Posicao cM Upper primer sequence (5'-->3") Lower primer sequence (5-->3")
Satt589 A2 34.0 GCGCAGACAATTTCAGTGGCAGATAGA GCGAAAAAGTAATATAAGTAGAAAAAGG
Satt424 A2 60.6 CAACCTGTATTCCACAAAAAATCTCACC GCGCCCCAATTTGACTATAAATAAAAGT
Satt168 B2 55.2 CGCTTGCCCAAAAATTAATAGTA CCATTCTCCAACCTCAATCTTATAT
Satt338 C1 55.2 GCGCCCAAGTATTATGAGATATTTGAT GCGATAATTTTAAAACTGGACCA
Satt376 C2 97.8 GCTACGCATTTGGTTTGTTA ACATGCAATACTTTTTTTTCAT
Sat_402 C2 103.3 GCGACACGTTGCCTTCTTTACTCACAT GCGAGCGGAGGATACGAACACTCTAT
Satt277 C2 107.6 GGTGGTGGCGGGTTACTATTACT CCACGCTTCAGTTGATTCTTACA
Satt489 C2 113.4 GCGTGTGCTTGCTTCTCTTAGACTGACT GCGTACTACTTACCCTGTTTGTCTAAAA
Satt079 C2 117.9 AGTCGAAGATACACAATTAGAT CTTTTAGACACAAATTTATCACT
Staga001 C2 119.9 GCGGAGGGGAGTTTGCAGATTA GCGGCAAGGGCAACTGAAAAAT
Sat_110 DIA 62.5 AACATTTTTCATCGCTTTTCTTAG TCTTCTCAGGAACTTGAATTACTCA
Satt129  DIA 109.7 TTCAGTACAAGTCGGGTGAATAATAATA TCACATGTTCGGGACTTAAGGTAT
Satt186 D2 10.5 GGGAAGTTATAAGCAGAT GGGAATCCATTCCTGATGAGT
Satt208 D2 67.9 GCGATCGTATTGGGTCT CCCGTTATTTTCGTATGA
Sct_137 D2 129.0 TGCTCTTGGGAATCTG CTCAATAATTCATCATCACTTC
Satt185 E 44.8 GCGCATATGAATAGGTAAGTTGCACTAA GCGTTTTCCTACAATAATATTTCAT
Satt263 E 45.4 CACCCAATCATGATAGCATTTTAT CTCATGGAATTGTCTTTCAGTTTC
Satt275 G 2.2 GCGGGATAATTGGTTTTACGAAAATGC GCGCCTAATCACCTAAAAAAACGTTTA
Satt688 G 12.5 ATGCCTCCAAAGAGAAAT CTGCCCATTGACCCATCT
Satt324 G 33.3 GTTCCCAGGTCCCACCATCTATG GCGTTTCTTTTATACCTTCAAG

continua...
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Satt566 G 49.9 GCGGCTTTTTCGTAATATAGGATGAT GCCGTTAGGACATAAGAGGCATT
Satt199 G 62.2 GCGGTAAATGGTGAAAATCATTTATGGTT GCGTTTTCATACGGTGTTTTGCCTAT
Satt314 H 69.1 CCTGAGCAATTCATACTCC TAACCGATCCGATCCTTGACA
Satt440 I 112.7 TGAGAACGTTTGAAAAGAGAT GAAGAGATTAAGCATAAAGAATACTT
Satt280 J 38.7 GCGGAATCTGCTTATTCATTGTGTG GCGCCATGCTGTAACACGTCAAT
Satt529 J 41.9 GCGCATTAAGGCATAAAAAAGGATA GCACAATGACAATCACATACA
Satt215 J 44.1 GCGCCTTCTTCTGCTAAATCA CCCATTCAATTGAGATCCAAAATTAC
Satt620 J 53.7 GCGGGACCGATTAAATCAATGAAGTCA GCGCATTTAATAAGGTTTACAAATTAGT
Satt431 J 78.6 GCGTGGCACCCTTGATAAATAA GCGCACGAAAGTTTTTCTGTAACA
Satt242 K 14.4 GCGTTGATCAGGTCGATTTTTATTTGT GCGAGTGCCAACTAACTACTTTTATGA
Satt260 K 80.1 GCGCCAAATGTATACTTTAAATTCTT GCGGGTTTAGCTAAAATAGTTCGTGC
Satt076 L 61.3 TAATCGAGATTTAATAGAAAACA TGGATGGACATTTTCAG

Satt166 L 66.5 TTGCACAGTTGATTTTTGTTT GCATCGAATTTCTGGATTTAC
Satt152 N 22.7 GCGCTATTCCTATCACAACACA TAGGGTTGTCACTGTTTTGTTCTTA
Satt009 N 28.5 CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA CTTACTAGCGTATTAACCCTT
Satt675 N 34.6 GCGCTATTTCCGTCCTATTATCATTTTCGTC GCGTCTAACACGTATTTATTATTGGTCAATT
Satt125 N 40.6 CAAATAAAAACATATACCTCTTGT TGCCTTACTCTACTCTGTTTC
Satt128 O 56.1 CCTTCTCCCTCTCATAC CAAGTTTTATACCATTCATC

SSR, marcador microssatélite; GL, grupo de ligagcdo da soja; P, posicdo do marcador no mapa genético consenso da soja em cM (SONG et al.,
2004) .



