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RESUMO

CERVIGNI, Gerardo Domingo Lucio, D.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2003. Analise genémica da resisténcia as racas 3 e 9 do nematdide de cisto
e avaliacao da variabilidade genética de caracteres agronémicos em soja.
Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros,
Carlos Sigueyuki Sediyama.

Neste trabalho foram realizados os experimentos: (1) estimativa da
herdabilidade da resisténcia as racas 3 e 9 do nematdide de cisto da soja (NCS), (2)
mapeamento de locos de resisténcia ao NCS e (3) avaliacdo da variabilidade
genética de caracteres agrondmicos em soja. Nos trés experimentos foi utilizada
uma populacéo de linhagens endogamicas recombinantes derivada do cultivar norte-
americano Hartwig (genitor resistente ao NCS) e a linhagens brasileira Y23 (genitor
suscetivel ao NCS). A herdabilidade no sentido amplo para raca 3 foi estimada em
80,97%, e para raca 9 em 80,39%. Com a finalidade de identificar e mapear QTLsS
associados a resisténcia para as racas 3 e 9, a genotipagem da populacdo acima
mencionada foi realizada com 40 marcadores microssatélites. A analise de
regressao linear simples identificou 6 e 2 marcadores associados a resisténcia para
as racas 3 e 9, respectivamente. Porém, na regressédo linear mdultipla, apenas o
marcador Satt038 foi significativo para as duas racgas, explicando 25,38%
(P>F=0,0001) da variacao fenotipica da raca 3 e 12,60% (P>F=0,0001) da raca 9 do
NCS. O QTL ligado ao marcador Satt038 foi identificado como correspondendo ao
gene rhgl, mapeado na extremidade do grupo de ligagdo G. Para o terceiro
experimento foram avaliados treze caracteres agrondmicos. A identificacdo de QTLs
realizou-se através do contraste de médias e pela regresséo linear simples. Foram
identificados QTLs para doze dos treze caracteres considerados. Os QTLs
identificados foram localizados nos grupos de ligacdo B2, O, G, E e H. A
variabilidade genética detectada na populacdo foi significativa para as treze
caracteristicas, sugerindo que a populagcédo é Util para realizar estudos genéticos e

de mapeamento de QTLSs.



ABSTRACT

CERVIGNI, Gerardo Domingo Lucio, D.S., Universidade Federal de Vigosa, April
2003. Genomic analysis of resistance to races 3 and 9 of Heterodera
glycines and assessment of genetic variavility for agronomic characters in
soybean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members: Everaldo
Goncalves de Barros, Carlos Sigueyuki Sediyama.

In this works were accomplished the experiments: (1) estimating of resistance
to race 3 and 9 of the sobean cyst nematode (SCN), (2) mapping loci for resistance
to SCN and (3) assesment of genetic variability for agronomic characters in soybean.
In the three experiments were carried out to using a population of recombianant
inbred lines derived from Hartwig (resistant parent) and Y23 (susceptible parent).
Broad sense heritability estimates for race 3 was 80,97% and 80,39% for race 9. To
mapping quantitative tratis loci (QTLs) for resistance to SCN and each agronomic
characters, forty SSRs markers were amplified in the population. Single linear
regression identified 6 and 2 SSRs associates to resistance for races 3 and 9,
respectively. However, evaluation through multiple regression, showed that only
Satt038 was significant for both races. This marker explained 25.38% (P>F=00001)
of the phenotypic variation of race 3, and 12.60% (P>F=0.0001) of race 9 of NCS.
QTL linked to Satt038 was identified as rhgl gene, and mapped at the extreme of the
linkage group G. In the third experiment thirteen characters were mensured. QTLS
identification were accomplished comparing the mean for each allelic form. The
proportion of the phenotypic variance explained by markers linked to a QTL was
investigated by simple linear regression analysis. QTLs for all characters were
identified and positioned in the linkage groups B2, O, G, E and H. The genetic
variability detected in the RIL population was significant for the thirteen traits. It is
suggested that the population will be useful to accomplish further genetic studies and

QTLs mapping.



1. INTRODUCAO

Originaria da China, a soja [Glycine max (L.) Merrill] € a leguminosa mais
cultivada no mundo (ROESSING e GUEDES, 1993). Nos anos 70, a producao
brasileira de soja apresentou grande incremento, alterando sua importancia relativa
em nivel nacional e internacional. A expansdo da soja para a regido central do
Brasil, em éareas dos cerrados, proporcionou um segundo salto na producéo
brasileira no final da década de 70.

O elevado teor de proteina e de Oleo de soja gerou vasto complexo agro-
industrial destinado ao processamento de derivados, tornando a soja uma das
principais “commodities” do mundo. O Brasil participa com, aproximadamente, 18%
da producao mundial, embora seja o pais com maior potencial de expansao de area
e produtividade (EMBRAPA, 1994).

O sistema de monocultivo, adotado para sua producgao, faz com que a soja
seja atingida por diversas doencas. Segundo YORINORI et al. (1993), estima-se que
35 doencas atacam a soja no Brasil, sendo 26 causadas por fungos, trés por
bactérias, quatro por virus e duas por nematoides.

Desde sua descoberta em 1954 (WINTSTEAD et al., 1955), o nematéide de
cisto da soja (NCS) (Heterodera glycines Ichinohe) tem-se convertido em um dos
principais fatores limitantes da producdo de soja no mundo. Em 1998, a CONAB
reportou que as perdas de producao brasileira, devido ao NCS, desde a safra 91/92
tinha superado US$200 milhdes, ressaltando-se que somente na safra 97/98 esse
valor foi de US$140 milhdes. A evolucédo da doenca no Brasil é considerada rapida
em comparagao com o0 que ocorreu nos EUA, onde essa doenca surgiu em 1954 e,
apos 25 anos, os prejuizos alcancaram cerca de US$350 milhdes na safra de 1979
(Goellner, 1995, citado por GOMES DA CUNHA, 1997).

O manejo dos nematdides formadores de cistos geralmente € de pouca
eficiéncia. Os produtos quimicos, independentemente da dosagem ou do método de
aplicacdo, quase nunca conseguem erradica-los (TIHOHOD, 1993). A rotacao de
culturas também é utilizada como forma de controle, entretanto, como 0s outros
métodos, ndo consegue erradicar as populacdes do patdogeno, causando apenas a
sua diminuicdo (EPPS e CHAMBERS, 1965; TIHOHOD, 1993). A utilizacdo de

variedades resistentes surge, portanto, como uma das ferramentas mais Uteis de



controle do NCS (BOERMA e HUSSEY, 1992).

O NCS possui grande variabilidade genética. Além disso, 0s principais
cultivares de soja usados no Brasil sdo suscetiveis. Portanto, programas de
melhoramento visando transferir genes de resisténcia de NCS para cultivares
comerciais de soja ja foram iniciados no Brasil em varias instituicdes que se dedicam
ao melhoramento da soja. Normalmente, a transferéncia de genes de resisténcia se
realiza por meio do método dos retrocruzamentos. Embora esse método seja o mais
aconselhavel, o monitoramento dos genes em transferéncia € trabalhoso e
demorado, uma vez que envolve identificacdo de racas, inoculacdo nas progénies a
serem testadas e avaliacdo do nivel de dano nas linhagens que compdem estes
programas. Outra desvantagem de tal procedimento é a grande necessidade de
mao-de-obra e de espaco fisico.

Marcadores moleculares de DNA vém sendo usados com sucesso ha
identificacdo de locos de resisténcia a doencas numa grande variedade de culturas,
incluindo a soja. Na selecéao assistida, marcadores moleculares de DNA permitem
uma avaliagdo maior de linhagens, aumentam a eficiéncia da selecédo, ndo sao
destrutiveis (a analise é feita a partir do DNA extraido de uma folha) e permitem a
analise de caracteres quantitativos (PATERSON et al., 1988).

Os tipos de marcadores moleculares mais usados no melhoramento séo o
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) e microssatélites (Simple Sequence
Repeats — SSR). Ambos, baseados na técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase Chain Reactions - PCR), constituem ferramentas muito Uteis e praticas,
por serem tecnicamente simples e de facil montagem, requererem poucas
quantidades de DNA e permitirem que dezenas de plantas possam ser analisadas
de uma s6 vez (WAUGH e POWELL, 1992).

Realizou-se o0 presente trabalho usando uma populacdo de linhagens
endogamicas recombinantes (Recombinant Inbred Lines — RIL), objetivando a
identificacdo de regibes gendmicas associadas a caracteristicas quantitativas
(Quantitative Trait Loci — QTL), com base em marcadores moleculares, visando a
utilizacdo destes marcadores nos programas de melhoramento, contribuindo assim

para o entendimento da organizacao e efeitos dequelas regides.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica da soja

Os relatos de introducédo da soja no Brasil datam de 1882, na Bahia, e de
1890, em Pelotas, quando foi testada como produtora de forragem (HASSE, 1996).
A cultura da soja como cultivo comercial evoluiu sobremaneira, passando de 170 mil
ha na década de 50 para aproximadamente 16,32 milh6es de ha, com producéo total
estimada em 42 milhGes de toneladas e média nacional de 2.567 kg/ha (CONAB,
2002). Atualmente, a soja contribui com 11,06% do Produto Interno Bruto (PIB)
agricola brasileiro. A soja e seus derivados tém grande participacdo em divisas na
pauta das exportacdes do pais, além de ser a maior fonte de 6leo comestivel no
Brasil (ROESSING e GUEDES, 1993).

No Brasil, ja foram desenvolvidas variedades adaptadas ao cultivo em
diferentes latitudes, solos e condi¢es climaticas. Entretanto, varios fatores limitam a
obtencdo de altos rendimentos por esses cultivares. As doencas estdo entre as
principais causas responsaveis pela reducdo na produtividade, impedindo que as
variedades melhoradas expressem o seu potencial de rendimento (YORINORI et al.,
1993).

2.2. O nematoide de cisto da soja

O nematdide Heterodera glycines Ichinohe, também conhecido como
Nematdide de Cisto da Soja (NCS), € membro da ordem Tylenchida e da familia
Hetorodiredae (WRATHER et al., 1984). A doenca causada por esse nematoide,
primeiramente observada no Japao em 1915, recebeu o nome de nanismo-amarelo,
devido aos sintomas por ela produzidos nas plantas infectadas. Posteriormente, foi
relatada a sua presenca na Coréia, na China, nos EUA, no Egito e na Colbmbia em
1973 (TIHOHOD, 1993).

No Brasil, este patdgeno foi detectado, pela primeira vez, na safra 91/92, em
amostras de solo e raizes provenientes de Chapadéao do Sul, MS (LORDELLO et al.,
1992), Nova Ponte, MG (LIMA et al., 1992) e Campo Verde, MT (MONTEIRO e
MORAIS, 1992). Posteriormente, em um levantamento mais extenso, o nematodide



foi detectado em Irai de Minas, MG, Chapadéao do Céu e Aporé, GO, e Chapadao do
Sul, MS (MENDES e DICKSON, 1993). Até entdo o Brasil era considerado area livre
do NCS, sendo que todas as variedades disponiveis na época eram suscetiveis ao
nematéide. Os municipios inicialmente infestados eram poélos de expansdo da soja
nos cerrados naguele momento. Estima-se que a regido dos cerrados brasileiros
possui cerca de 49,5 milh6es de hectares ainda a serem ocupados pela agricultura.
Segundo o relatério da Conab de 1999, naquela época o NCS jéa tinha infestado um
total de 1,5 milh&o de hectares.

A principio, todas as regides produtoras de soja do Brasil sdo favoraveis ao
desenvolvimento do NCS, todavia as caracteristicas fisico-quimicas do solo, o
regime de chuvas e a temperatura devem influenciar na maior ou menor expansao
da infestacdo e nos niveis de danos (EMBRAPA, 1994).

2.2.1. Ciclo de vida do NCS

Heterodera glycines Ichinohe ou Nematoide de Cisto da Soja (NCS) é um
parasita de fecundacao cruzada e endoparasita sedentario obrigatorio. O ciclo de
vida consiste de seis estadios: ovo, quatro estadios larvais e a forma adulta,
dimorfica e sexualmente ativa. O segundo estadio larval (J2) é a forma infectiva.
Depois da larva penetrar na raiz, migra até uma regiao proxima ao cilindro vascular,
onde apds algumas transformacdes nas células vegetais e da larva, se forma a
estrutura de alimentacdo do nematdide (ENDO, 1992). Apés 15 — 20 dias da
infectagcdo, os machos abandonam a raiz. A fémea adulta produz entre 200 a 400
0V0s, 0S quais permanecem, primeiramente, no interior da fémea. Apos a morte da
fémea, sua cuticula altera-se quimicamente, adquire coloracdo marrom e transforma-
se em uma estrutura rigida, chamada de cisto (TRIANTAPHYLLOU e
HIRSCHMANN, 1962). O ciclo de vida do NCS varia de 21 a 24 dias a temperatura
de 23 a 25°C, sendo possivel a ocorréncia de quatro a cinco geragdes em um Unico
cultivo de soja. Os ovos do NCS, dentro do cisto, sdo capazes de sobreviver varios
anos sob condicbes ambientais adversas (ALSTON e SCHMITT 1988).

As diferentes formas de manejo do solo (tipo de preparo, semeadura e
fertilizacéo) podem afetar a dinamica das popula¢cdées do NCS, por causar alteracdes
de ordem fisica, quimica e biolégica no ambiente do solo (KOENNING et al., 1995).



Com respeito ao efeito do preparo do solo, convencional ou plantio direto, existem
poucos trabalhos de pesquisa no Brasil, ndo permitindo ainda conclusdes claras.

Outro fator importante a considerar, em soja cultivada em areas infestadas por
H. glycines, refere-se aos aspectos quimicos do solo e a nutricdo das plantas.
Embora ndo esteja ainda bem avaliada a relacdo entre a fertilidade do solo e a
dindmica populacional do NCS, os sintomas da parte aérea das plantas de soja
afetadas sdo tipicos de deficiéncia nutricional, possivelmente causados pela
interferéncia do NCS no transporte de agua e nutrientes das raizes para a parte
aérea da planta (WRATHER et al.,1992)

O pH do solo é outro fator importante a considerar. CANEVESE (1996) e
GARCIA e SILVA (1996) observaram que, em solos do cerrado brasileiro com
valores de pH e saturacdo por bases elevadas, por calagem superestimada, a
populacdo de cistos persistiu alta mesmo apds o cultivo de um ou dois anos com
milho. Possivelmente, valores de pH alto condicionam dois dos fatores desfavoraveis
a soja cultivada nessas condi¢fes: reducao na populacédo de fungos antagonistas do
NCS e imobilizagdo de alguns micronutrientes do solo.

Os danos produzidos na cultura da soja por H. glycines dependem, ainda, da
proporcao argila/areia no solo (SCHMITT et al.,, 1987). Todd e Pearson (1988)
verificaram grande numero de fémeas e ovos de H. glycines, tanto em solos
argilosos e siltosos quanto em solos siltosos, apos oito semanas de inoculacao de
guantidades similares de ovos em ambos os tipos de solos. Apesar de o numero de
ovos e de fémeas ter aumentado em ambos 0s casos, quantidades elevadas de
argila prejudicam a distribuicdo e mobilidade dos nematéides (Noe e Barker, 1985,
citados por HEARTHERLY e YOUNG, 1991).

A disperséo dos cistos da-se pelo vento, pela agua da enxurrada ou irrigagao,
por maquinarias agricolas, por veiculos, pelo homem, pelas aves e por outros
animais, bem como por intermédio de sacarias ou sementes que contenham
pequenas particulas de solo infectado com cistos (GOMES et al., 1995).

A importancia dessa enfermidade reside néo sé no seu efeito negativo sobre a
producdo, mas também na impossibilidade pratica de se erradicar o NCS do solo. A
adaptacdo do nematdide para sobrevivéncia sob condicbes adversas, por meio de
formac@o de cistos, torna-o extremamente versatil as mais variadas formas de

disseminacéao, pois esta ocorre por qualquer meio de dispersédo de solo (YORINORI



et al., 1994).

2.2.2. ldentificagdo de ragas do NCS

O conceito de raca aplicado a H. glycines ndo é baseado no seu genétipo e
sim sobre o fendtipo predominante em uma determinada populacdo em um
determinado tempo. O critério usado para determinar a raca de uma populacao de
NCS é a sua habilidade para reproduzir-se em um conjunto de variedades de soja
diferenciadoras. Inicialmente, quatro racas de H. glycines foram identificadas, sob a
base de se desenvolverem em quatro hospedeiros resistentes diferenciadores
Peking, Pickett (a resisténcia de Pickett é derivada somente de Peking), Pl 88788 e
PI1 90763 e um suscetivel-padréo Lee (GOLDEN et al., 1970).

A classificacdo dos hospedeiros em resistentes ou suscetiveis a determinada
raca € baseada em um indice de parasitismo (IP) ou indice de fémeas (IF), que
mede o0 grau de parasitismo a que tais hospedeiros sdo acometidos, comparados
com o suscetivel-padrdo (Lee). IP = (n® de fémeas e cistos no hosp. diferenciador/n®
de fémeas e cistos em Lee) x 100. Quando este indice é igual ou superior a 10, o
hospedeiro € considerado suscetivel e, quando menor, resistente.

Com o método proposto por GOLDEN et al. (1970), RIGGS et al. (1988)
propuseram um modelo para identificacdo das 16 possiveis racas de H. glycines,
utilizando os quatro diferenciadores constantes no Quadro 1. Entretanto, as racas
11, 12, 13 e 16 sdo apenas hipotéticas, visto que o cultivar Pickett ndo herdou todos
0S genes de resisténcia presentes em Peking (RIGGS et al., 1977). Muito embora
esse método tenha sido usado com sucesso na identificacdo de racas e como nao
existe padronizacdo total dos fatores envolvidos, um mesmo isolado pode ser
classificado em racas diferentes, dependendo do local onde foi feito o teste.
Segundo aqueles autores, isso é consequéncia das variacdes nos testes de raca e
diferencas genéticas das plantas e da variabilidade genética nas populacdes de

nematoides.



Quadro 1 — Esquema utilizado para identificacéo de racas de Heterodera

Hospedeiros diferenciadores

Racas Pickett 71 Peking P1 88788 P190763
1 - - + -
2 + + + -
3 - - - -
4 + + + +
5 + - + -
6 + - - -
7 - - + +
8 - - - +
9 + + - -

10 + - - +
11 - + + -
12 - + - +
13 - + - -
14 + + - +
15 + - + -
16 - + + +

- = numero de fémeas e cistos <10% em relagdo ao padrao suscetivel Lee.
+ = nimero de fémeas e cistos 3 10% em relacdo ao padréo suscetivel Lee.

O primeiro levantamento de racas no Brasil foi feito por NOEL et al. (1994),
gue detectaram as racas 2, 3, 4, 5, 10 e 14. Nas safras 1995/96, 1996/97, 1997/98 e
1998/99, cerca de 70 populacdes do NCS foram coletadas em diferentes regifes do
Brasil e levadas para a Embrapa - Soja para a determinacdo das racas. Foram
encontradas as racas 3, 6, 9 e 14 na safra 1995/96, as racas 1, 2, 3, 4%, 5, 6, e 9 na
safra 1996/97, as racas 3, 4, 6, 9, 10 e 14 na safra 1997/98 e asracas 1, 3,4, 5,6 e
14 na safra 1998/99.

Os resultados indicam que apesar da constatacéo recente do NCS no Brasil e
o NCS ainda nao ter sofrido presséo de selecéo pelo uso de cultivares resistentes, ja
foram encontradas no Pais as racas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10 e 14 14" (NOEL et al.
1994; WAIN e SILVA, 1997; DIAS et al., 1997), além da raca 4" e 14" capaz de
quebrar a resisténcia de Hartwig (DIAS et al., 1998) e até hoje apenas



informada no Brasil. DIAS et al. (1997) estudando a diversidade entre 16 isolados
dasracas 1, 2, 3, e 9, verificaram que existe variabilidade mesmo dentro de isolados
classificados em uma mesma raca, confirmando a heterogeneidade existente nas
populacfes desse nematdide. Esses estudos, além de indicar a grande variabilidade
genética dentro das populacdes brasileiras de NCS, mostram que existe um nimero
maior de racas conforme se avance para o norte do pais. Portanto, o
acompanhamento da evolugéo dessas ragas deve ser constante e assim dar suporte
aos programas de melhoramento genético que visam criar novas variedades
resistentes e orientar os sojicultores na escolha de variedades adequadas. Ainda, os
produtores devem ser instruidos a evitarem o uso continuo de uma mesma
variedade resistente, ou de variedades com a mesma fonte de resisténcia, numa
determinada &rea. Isso contribuira para que a presséo de selecdo nao seja suficiente
para provomover a mudanca da raga, aumentando, assim, a vida Util desses

cultivares.

2.2.3. Sintomatologia

Os sintomas apresentados por culturas infestadas por H. glycines ndo sao
exclusivos, podendo ser confundidos com danos produzidos pela compactacao do
solo, deficiéncia de ferro e outros minerais ou outras doencgas que afetam a lavoura
(TIHOHOD, 1993). Segundo Noel et al. (1992), citados por YOUNG (1996), tém-se
estimado perdas entre 20 e 30%, sem que a lavoura apresente sintomas de
infeccdo. Nesse mesmo sentido, NIBLACK e NORTON (1992) indicaram que o0s
sintomas apresentados pelas lavouras em solos infestados nem sempre sao
consistentes. A presenca de fémeas adultas e cistos nas raizes da soja sdo 0s
anicos critérios validos para diagnosticar a infec¢cdo causada por NCS (TIHOHOD,
1993).

O primeiro sintoma 6bvio produzido pela infestacdo de NCS aparece no
campo como uma area circular ou oval de plantas cloréticas e menos vigorosas.
Freqliientemente, os danos mais severos sdo produzidos no centro dessa area,
diminuindo até as margens. Com isso, segundo RIGGS et al. (1988), a produtividade

cai drasticamente, assim como a formacao de nédulos de rizébio (MENDES, 1993).



2.2.4. Métodos de controle

Uma vez presente no solo, € possivel que o NCS nunca mais seja eliminado.
Entretanto, ele pode ser manejado para diminuir sua reproducdo e maximizar a
produtividade da cultura.

O controle biolégico de nematdides tem sido amplamente utilizado
(HARTWIG, 1981). Dentro desse sistema de controle, os fungos sdo os principais
agentes biolégicos considerados, uma vez que muitas espécies podem atacar 0s
nematoéides de cisto (KIM e RIGGS, 1991). Duas espécies de fungos parasitam as
fémeas, Catenaria auxiliaris e Nematophtora gynophila, e uma parasita 0s ovos,
Verticillium chlamydosporium (Tribe, 1977, citado por KIM e RIGGS, 1991). Muitas
outras espécies de fungos tém sido isoladas de nematdides, as quais nao sao
parasitas, porém privam 0s ovos de substratos. Fungos isolados dos ovos sao o0s
melhores candidatos para o controle biolégico dos nematéides do que aqueles
isolados dos cistos (JAPALA, 1986).

Os nematicidas também séo usados no controle de NCS. Porém, quando
usados, em sua maioria, em tratamentos continuos de solos infestados, tornam-se
antieconébmicos e de pouca utilidade (SASSER e UZZELL, 1991). Além disso,
normalmente sao de dificil aplicacdo e, em vista da sua alta toxicidade, as licencas
de aplicacdo de alguns deles ja foram suspensas (MAHALINGAM e SKORUPSKA,
1995).

A rotacdo de cultura é a forma mais eficiente para controlar o NCS. O primeiro
experimento de rotacao foi realizado na Carolina do Norte, EUA, em 1956 (ROSS,
1962). Esse pesquisador justificou a vantagem desta metodologia, tendo em vista o
namero limitado de plantas hospedeiras de Heterodera glycines, o que fez da
alternancia de culturas um método eficiente e préatico de controle.

Experimentos posteriores, feitos por EPPS e CHAMBERS (1965),
comprovaram que o tamanho das populacbes do NCS permaneceu constante ou
diminuiu quando cultivares de soja suscetiveis foram alternados com algoddo ou
milho (culturas ndo hospedeira) e cultivares de soja resistentes. SCHMITT (1991)
demonstrou que a forma mais eficiente de controle do NCS seria a rotacdo de
culturas ndo hospedeiras / cultivares resistentes / cultivares suscetiveis,
promovendo, assim, 0 uso de cultivares resistentes durante um menor periodo de

tempo em solos infestados com NCS, jA que a monocultura de cultivares



resistentes impde forte pressao de selecao sobre a populacdo de NCS, levando-a a

diversificacdo genética.
2.2.5. Base genética da resisténcia ao NCS

A capacidade de parasitar dos nematdides € uma caracteristica qualitativa
que o0 nematdide possui ou nao. Porém, a agressividade das populacdes dos
nematdides € descrita como uma caracteristica quantitativa. A agressividade é
definida em relacdo ao nivel de reproducdo do nematéide que ocorre no genétipo
hospedeiro. O parasitismo das espécies de nematdide, em parasitar um hospedeiro,
€ medido pela sua reproducdo. De forma geral, os hospedeiros resistentes nao
permitem o desenvolvimento das fémeas até a maturidade reprodutiva,
desenvolvendo uma resposta de reacao de hipersensibilidade.

A resisténcia genética ao NCS foi identificada pela primeira vez por ROSS e
BRIM (1957), sendo sua heranca relatada por CALDWELL et al. (1960), no cultivar
Peking, como controlada por trés genes recessivos independentes (rhg 1, rhg 2 e rhg
3). Posteriormente, MATSON e WILLIAMS (1965) identificaram o gene dominante
Rhg 4, como necesséario para a resisténcia, além dos trés recessivos previamente
informados.

HARTWIG e EPPS (1970) identificaram outro loco recessivo presente na Pl
90763, distinto daqueles presentes no cultivar Peking. Essa identificacdo foi
confirmada, posteriormente, pelo trabalho de HANCOCK et al. (1987). Nas
populacdes de cruzamentos entre Peking e Pl 88788, THOMAS et al. (1975)
demonstraram a existéncia de um gene dominante e dois recessivos para a
resisténcia a raca 4. MYERS et al. (1988) informaram que Pl 437654 apresenta dois
locos recessivos e dois dominantes para a resisténcia a raca 5. Locos dominantes e
recessivos tém sido identificados na andalise de populacbes segregantes
provenientes do cruzamento Williams 82 x Hartwig realizado por FAGHIHI et al.
(1995).

Segundo LUEDDERS (1989), a dificuldade no esclarecimento da resisténcia é
devido ao fato de que todos os estudos de heranca foram feitos com populagcdes de
NCS geneticamente heterogéneas, podendo ter levado a resultados poucos
esclarecedores sobre a base genética da resisténcia ao NCS.

Outra causa da dificuldade no esclarecimento da base genética da resisténcia
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ao NCS tem sido o critério utilizado para classificar as plantas como suscetiveis ou
resistentes, em que o numero de cistos inferior a 10%, em relacdo ao padréao
suscetivel Lee, classifica 0 gen6tipo como resistente. Esse limite teria contribuido
para reduzir as estimativas do numero de locos de resisténcia, pois uma linhagem
indicada como resistente a determinada raca pode nem sempre carregar todos os
locos que estavam presentes na fonte doadora. Por dltimo, o fato de se ter
considerado a heranca da resisténcia como “dependendo” de fatores mendelianos
simples também poderia ter contribuido para a dificuldade de esclarecer a base
genética dessa caracteristica (MANSUR et al., 1993).

Contrariamente aos estudos mencionados, MANSUR et al. (1993)
consideraram a resisténcia ao NCS de natureza quantitativa. Esses autores
informaram que o modelo de efeito genético aditivo foi suficiente para explicar os
resultados obtidos em quase todos os cruzamentos realizados. No entanto, efeitos
devido a dominancia também foram observados. Esses mesmos autores estimaram
a herdabilidade da resisténcia ao NCS no sentido amplo foi estimada entre 0,48 e
0,81.

O numero e a especificidade dos locos envolvidos no mecanismo de
resisténcia ao NCS também vém sendo estudados com o uso de marcadores
moleculares. A tecnologia dos marcadores moleculares facilita o mapeamento e,
eventualmente, a clonagem de genes. Assim, WEISEMANN et al. (1992)
identificaram dois marcadores RFLP ligados ao loco do gene Rhg 4 mapeado no
grupo de ligacdo(GL) A2 do mapa da soja publicado por CREGAN et al. (1999a).

CONCIBIDO et al. (1994) identificaram dois marcadores RFLP que, em
conjunto, explicam 51,7% da variagdo da resisténcia ao NCS. Posteriormente,
CONCIBIDO et al. (1997) relataram que, além, da regido no GL G, locos de
resisténcia ao NCS estariam presentes nos GL J e N, porém raca-especificos.
Atualmente, sabe-se a regido no GL G corresponde ao loco do gene rhgl,
responsavel pela resisténcia a varias racas do NCS. A posicdo deste gene foi
confirmada posteriormente por MUDGE et al. (1997) usando SSRs, como
controlando mais de 50% da variacao da resisténcia na Pl 209332, 88788, 90788,
90763, 437654 e Peking e por CREGAN et al. (1999b) e CERVIGNI (1999), ambos
usando marcadores SSRs.

Estudos de genética classica tém sido Uteis na identificagdo de fontes de
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resisténcia ao NCS, porém, a base genética da resisténcia estd ainda pouco
esclarecida. A metodologia dos marcadores moleculares tem-se mostrado muito util
nesses estudos estabelecendo os genes rhgl e Rhg4 como necessarios para a
resisténcia a varias racas de H. glycines. A resisténcia para outras racas tém sido
menos estudada e, em principio, parecem possuir um comportamento diferente. Isto
€, 0S genes mencionados ndo parecem ser 0s principais fatores da resisténcia. A
resisténcia a raca 9 e 14 foi relatada por SCHUSTER (1999), que detectou um QTL
de efeito maior no GL D2. Esse QTL explicou mais de 56% da resisténcia a essas
racas em Hartwig.

Assim, apesar dos grandes esforcos realizados pela genética classica e a
tecnologia dos marcadores moleculares, a base genética da resisténcia ao NCS
continua sendo pouco conhecida, sendo necessario estudos mais aprofundados

para sua compreensao.

2.3. Marcadores moleculares

2.3.1. Aspectos gerais

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por locos associados a caracteres
morfolégicos, em geral fenétipos de facil identificacdo visual. Essa estratégia de
trabalho foi proposta por Sax (1923), que propds selecionar caracteristicas
guantitativas através de caracteres qualitativos associados, os quais poderiam ser
monitorados mais facilmente. Desafortunadamente, a maioria dos marcadores
morfolégicos causa grandes efeitos sobre o fen6tipo (nhanismo, albinismo), os quais
sdo indesejaveis num programa de melhoramento. Além disso, 0 pequeno namero
de marcadores morfolégicos distintos em uma mesma linhagem reduz a
probabilidade de se encontrarem associagdes significativas com caracteres de
interesse em populacdes segregantes, limitando, assim, sua utilizacdo em
programas de melhoramento (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1996).

A revolugdo nesse campo iniciou-se com o desenvolvimento de marcadores
isoenzimaticos. O numero de marcadores genéticos foi grandemente ampliado e a
aplicabilidade da técnica passou a incluir potencialmente todos os programas de

melhoramento (TANKSLEY et al., 1989). No entanto, o nidmero de marcadores
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previsto pelos ensaios isoenzimaticos é limitado, geralmente entre 10 e 20 por
espécie. Mesmo considerando que o numero total de locos isoenzimaticos que pode
ser detectado seja maior que 100 (Murphy, 1990, citado por FERREIRA e
GRATAPAGLIA, 1996), o nivel de resolucdo ndo permite cobertura completa do
genoma e, por conseguinte, limita certos estudos, como a constru¢cdo de mapas
genéticos saturados. Com a utilizacdo desses marcadores, um mapa classico de
ligacdo foi feito para soja, encontrando-se apenas 17 grupos de ligacdo, muitos
deles com apenas dois marcadores (Palmer e Kiang, 1990, citados por TINGEY et
al., 1991).

O desenvolvimento da biologia molecular ofereceu a possibilidade do
desenvolvimento de novas técnicas de deteccdo de polimorfismos em nivel de DNA.
O polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo obtidos pelo corte da fita
dupla de DNA com enzimas de restricao (RFLP), utilizada pela primeira vez por
GRODZICKER et al. (1974), constituiu-se numa das classes de marcadores
moleculares mais amplamente utilizadas em genética molecular. Atualmente,
marcadores baseados na técnica da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), como
o RAPD, mini e microssatélites, tém sido mais usados (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). Esses marcadores de DNA possuem inimeras vantagens,
entre elas: sdo baseados na variagdo de seqiéncias de nucleotideos e
numericamente ilimitados; quando co-dominantes, permitem a identificacdo de locos
em qualquer tipo de cruzamento; sédo fenotipicamente neutros; e nado possuem
interacdo epistatica. A utilidade desses marcadores esta em estabelecer relacdes de
ligacdo entre eles e os locos de interesse. A ligacdo permite inferir sobre a presenca
dos locos, mediante o ensaio de alguns desses marcadores, facilitando a
transferéncia e o mapeamento de locos (TANKSLEY et al., 1989).

A eficiéncia da selecao assistida por marcadores moleculares do DNA pode
ser aumentada pelo uso simultdneo de marcadores em acoplamento e em repulsao,
fortemente ligados e flanqueando o loco de interesse. O marcador em repulséo
estard presente nos individuos recessivos ou heterozigotos, e 0os marcadores em
acoplamento estardo presentes nos individuos homozigotos dominantes ou
heterozigotos (HALEY et al., 1994).
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2.3.2. Marcadores RAPD

A tecnologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi definida em
meados dos anos 80 (MULLIS e FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1985). Desde sua
concepcao, essa técnica causou verdadeira revolucdo na biologia. A facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR tornaram-na verdadeiramente
poderosa para estudos genético-moleculares. Dela derivou um tipo de marcador
molecular informado por dois grupos independentes nos anos 90, WILLIAMS et al.
(1990) o denomiram de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e WELSH e
McCLELLAND (1990) o denominaram AP-PCR (Arbitrarily-Primer PCR). A primeira
denominacao tornou-se mais conhecida.

Marcadores do tipo RAPD detectam sequéncias polimérficas num ensaio de
amplificacdo de DNA usando somente um iniciador de sequéncia arbitraria. Nessa
reacdo, espécies Unicas de iniciadores se unem em dois sitios diferentes em fitas
opostas do DNA-molde. Se esses sitios estdo a uma distancia amplificavel, uma
populacdo de fragmentos de diferentes tamanhos é formada durante a amplificacéo.
O numero e o tamanho dos produtos de amplificacdo dependem, essencialmente, da
sequéncia do iniciador e do DNA-molde usado.

Os marcadores RAPD tém sido amplamente usados em estudos de
mapeamento, identificacdo de locos, clonagem baseada em mapas, caracterizacéo
de cultivares (fingerprinting) e selecao assistida por marcadores (SAM). Marcadores
RAPD tém sido amplamente utilizados na identificacdo de polimorfismos ligados a
locos de resisténcia a doenca em feijoeiro (CARDOSO DE ARRUDA, 1998), em
alface (PARAN e MICHELMORE, 1993), em tomate (MARTIN et al., 1991) e em soja
(SILVA, 1998; SCHUSTER, 1999).

Existem, entretanto, alguns fatores que limitam a sua aplicacdo, como o baixo
contetdo de informacéo por loco, pois apenas um alelo € normalmente determinado,
o desconhecimento da base genética dos fragmentos de DNA amplificados e, por
serem marcadores dominantes, ndo permitem a distincdo entre homozigotos e
heterozigotos. Um segundo problema apresentado por esses marcadores é a baixa
reprodutibilidade dos dados. No entanto, diferentes laboratérios motivados pela
sensibilidade do RAPD tém superado esse defeito, padronizando as condi¢cfes da
técnica (YU et al, 1993). Atualmente, é possivel aumentar a utilidade e a
reprodutibilidade de um marcador RAPD de interesse, convertendo-o em um
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marcador mais especifico e reprodutivel, denominado SCAR - Sequence
Characterized Amplified Regions (MELOTTO et al., 1996).

2.3.3. Marcadores microssatélites

NAKAMURA et al. (1987) determinaram que locos de sequéncias de DNA
repetidas em série e de numero variavel - VNTR (Variable Number Tandem Repeat)
poderiam ser usados como marcadores genéticos altamente informativos. Esses
locos multialélicos foram denominados por JEFFREYS et al. (1985) como
minissatélites e como repeticbes de sequéncias flanqueadas por sitios de restricao
altamente conservados. Trés anos depois, JEFFREYS et al. (1988) sugeriram que a
natureza altamente informativa dos locos VNTR fosse combinada com a
especificidade e rapidez da reacdo de PCR com o uso de iniciadores para as regioes
conservadas, que flanqueiam os locos de VNTR, permitindo suas amplificacdes. A
mobilidade dos fragmentos amplificados em géis de agarose ou poliacrilamida difere
de acordo com o numero de unidades repetidas no loco VNTR. As unidades que se
repetem foram inicialmente identificadas em humanos (Litt e Luty, 1989; Weber e
May, 1989; Tatuz, 1989, citados por AKKAYA et al., 1992) como repeticdes em série
de dinucleotideos (GA/CT),, que se repetem no genoma humano aproximadamente
50.000 vezes, com ‘n’ variando entre 10 e 60. Esse tipo de seqléncia repetida foi
denominado SSR (Simple Sequence Repeat) por JACOB et al. (1991) ou,
microssatélites por Litt e Luty (1989), citados por AKKAYA et al. (1992).

Tendo em vista o alto grau de polimorfismo e o nivel informativo apresentados
por essas sequéncias, AKKAYA et al. (1992) conduziram experimentos em soja,
objetivando verificar a freqtiéncia, a natureza, a presenca de polimorfismo e o modo
de heranca das SSR. O polimorfismo apresentado foi considerado bom, em média
sete locos por par de primers, que, juntamente com sua heranca mendeliana e sua
condicdo de co-dominante, tornou SSR marcadores que podem ser utilizados em
complementagdo com outros, como RFLP ou RAPD. Aqueles autores relataram que
0s niveis informativos dos SSR os tornam marcadores extremamente Uteis para a
soja, devido a sua estreita variabilidade genética. Ao contrario do que foi detectado
em humanos, cujas sequUéncias centrais dos SSR sao (GA/CT),, em soja foram
detectadas as sequUéncias (AT)/(TA), e (ATT)/(TAA),, as quais se repetem em
tandem de 2 a 5 pares de bases, formando o centro da seqiéncia.
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Os microssatélites sao preferidos sobre outros marcadores moleculares
baseados na reacdo de PCR, como RAPD, por serem co-dominantes e os dados
serem altamente reprodutiveis. Na selecdo assistida, eles sao de facil aplicacéo e de
baixo custo, o que possibilita a analise de milhares de gendtipos rapidamente
(MUDGE et al., 1997).

Marcadores microssatélites ja foram utilizados para mapeamento de genes de
resisténcia ao NCS em soja (MUDGE et al., 1997; SCHUSTER, 1999) e genes que
controlam a floracdo (LI e NIWA, 1996). Os SSR também foram utilizados como
marcadores para a distin¢do inequivoca de diferentes cultivares de soja, visando a
protecao de cultivares (RONGWEN et al., 1995). CREGAN et al. (1999a) publicaram
um mapa genético de soja, resultado da integracdo de trés mapas genéticos
gerados pela Universidade Estadual de lowa, Universidade de Utha e Universidade
de Nebraska. Este mapa consenso possui 20 GL formados por 1004 marcadores
moleculares entre SSR, RFLP, RAPD e isoenzimas. Devido ao grande numero de
SSR posicionados, 406 pares ao todo, este mapa mostrou ser muito Util para ancorar
0s QTLs mapeados, permitindo a comparacdo de mapas genéticos obtidos com
diferentes germoplasmas, baseados no pressuposto de que os SSRs sao altamente

conservados.

2.4 ldentificacéo de QTLs

A heranca de muitos caracteres é conseqUéncia da acéo conjunta de varios
genes. Esses caracteres sdao denominados normalmente, como poligénicos ou
quantitativos. GELDERMANN (1975) prop6s denominar os locos controladores de
caracteres quantitativos de Quantitative Trait Loci — (QTL). O termo QTL, em
substituicdo ao termo ‘polygenes’, proposto por MATHER (1941), resultou em uma
nomenclatura mais adequada, pois, normalmente a distingdo entre genes maiores
(oligogenes) e poligenes néo se da por meios diretos.

Embora a teoria da genética quantitativa tenha sido muito util no estudo de
caracteres quantitativos, estes caracteres continuam sendo mais complicados de
manipular em programas de melhoramento que o0s caracteres qualitativos
(FALCONER, 1981). Se caracteristicas complexas fossem dissecadas em seus
componentes genéticos individuais, elas poderiam ser tratadas como um carater

qualitativo. Marcadores moleculares em nivel de DNA provém a oportunidade de

16



identificar QTLs, estimar seus efeitos genéticos e mapear sua posicdo mediante o
uso de mapas genéticos de marcadores moleculares como o reportado para soja por
CREGAN et al. (1999a).

A identificacdo de QTLs através de marcadores moleculares €
conceitualmente simples. Do cruzamento entre dois genitores que contrastem para a
maioria das caracteristicas de interesse, se obtém uma populacdo segregante
(comumente F,, retrocruzamento, RIL dentre outras). Um numero de progénie
sempre grande (superior a 100 individuos) é avaliado para as caracteristicas de
interesse e o fendtipo do marcador molecular obtido a intervalos regulares (5 — 20
cM), ao longo do genoma. A procura dos QTLs realiza-se mediante associacdes
entre os marcadores segregantes e o0s valores fenotipicos das caracteristicas. Se tal
associacao € identificada, significa que existe uma ligacdo fatorial entre o marcador
e 0 QTL que afeta a caracteristica.

O poder de deteccdo de QTLs € funcdo da magnitude de seus efeitos
génicos, do tamanho da populacdo e da freqiéncia de recombinacdo entre o
marcador e o QTL. Quanto mais afastados estiverem o marcador e o QTL, menor
sera a probabilidade de serem transmitidos conjuntamente ao mesmo individuo.
Como conseqiéncia, a analise baseada em marcadores poderia ndo detectar
associacao estatisticamente significativa entre o marcador e o QTL, ou seus efeitos
genéticos serem subestimados. A associacdo entre marcadores e QTLs pode ser
detectada através de estatisticas simples como qui-quadrado, analise de variancia,
regressao linear, entre outras. Quando se dispde de um numero suficientemente
grande de marcadores, ordenados em grupos de ligacdo, 0 mapeamento de QTLSs,
assim como a estimativa de seus efeitos, pode realizar-se através do método de
mapeamento por intervalos proposto por LANDER e BOTSTEIN (1989). Ultimamente
vém-se utilizando o método de mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993;
ZENG, 1994; JANSEN, 1993; JANSEN, 1994; JANSEN e STAM, 1994), assim
denominado por combinar para o mapeamento de QTLs, o método por intervalo

original e a regressao multipla.
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2.5. Objetivos

Identificar marcadores SSR ligados ao(s) gene(s) de resisténcia as racas 3
e 9 do nematdide de cisto da soja e mapear estes locos no mapa genético
da soja com o auxilio desses marcadores.

Avaliar uma populacdo de Ilinhagens endogamicas recombinantes
(Recombiant Inbred Lines — RIL), visando sua utilizacdo como populagéao de

mapeamento.

Nota: Os artigos que compdem esta tese sdo apresentados segundo as normas
estabelecidas pelo periédico Euphytica.
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CAPITULO 1

HERDABILIDADES DA RESISTENCIA AS RACAS 3 E 9 DO NEMATOIDE DE
CISTO DA SOJA

RESUMO

Heterodera glycines Ichinohe, o nematoide de cisto da soja (NCS) é um dos
parasitas mais prejudiciais da soja. A herdabilidade da resisténcia as racas 3 e 9 do
NCS foi estudada numa populacdo de linhagens endogamicas recombianates
derivadas do cruzamento entre Hartwig (genitor resistente) e Y23 (genitor
suscetivel). A resposta a raca 3 foi avaliada em 157 linhagens, e a raca 9 em 147
linhagens. A contagens de cistos realizou-se apés 28 dias da inoculacdo. Foi
observada segregacao transgessiva para ambas as racas. Significativa variabilidade
genética foi detectada pelo teste F em nivel de 5% de significancia. A herdabilidade
no sentido amplo para a raga 3 foi estimada em 80,97%, e para a raca 9 em 80,39%.
Esses altos valores de herdabilidade indicam que os genes de resisténcia
segregando na populacdo sdo poucos e de efeito maior. Ainda, as altas

herdabilidades da resisténcia indicam possibilidade de sele¢éo fenotipica eficiente.
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INTRODUCAO

O nematdide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe - NCS) foi
detectado no Brasil pela primeira vez na safra 1991/92 no estado de Minas Gerais,
infectando cerca de 10 mil hectares (LORDELLO 1992; LIMA 1992; MONTEIRO
1992). Na safra seguinte, j& infectava lavoura em 5 estados e promovia perdas da
ordem de US$ 24 milhdes (MENDES 1993). Na atualidade, estima-se que o NCS
infecte mais de 2 milhGes de hectares e tem sido relatado a ocorréncia de onze
racas no Brasil (NOEL 1994, WAIN 1997, DIAS 1997, DIAS 1998), tornando o NCS
um dos parasitas mais importante da soja na atualidade.

O uso de variedades resistentes incluidas na rotacédo de culturas é a forma
mais segura e econémica de controle. Entretanto, a grande variabilidade genética do
NCS é grande obstaculo no desenvolvimento de variedades resistentes (FAGHIHI
1986a, 1986b). A resisténcia ao NCS foi relatada pela primeira vez por ROSS
(1957). Pouco mais tarde, CALDWELL (1960) reportou que a variedade Peking
possuia trés genes recessivos para a resisténcia a raca 1 do NCS. MATSON (1965)
propds a existéncia de um gene dominante, Rhg4, para a raca 3 em Peking.
THOMAS (1975) também propds a existéncia de um gene dominante para o controle
da resisténcia a raca 4 (atualmente raca 14). HANCOCK (1975) reportou um gene
recessivo associado a resisténcia a raca denominada “raca X”. RAO-ARELLI (1992)
propds que a resisténcia a raca 3 na Pl 88788 era condicionada por um gene
recessivo e dois dominantes e em Peking e na Pl 90763 a resisténcia era
condicionada por um gene dominante e dois recessivos. Ainda, Peking e Pl 90763
parecem carregar oS mesmos genes de resisténcia para a raca 3. Assim, a
resisténcia ao NCS dependeria de genes recessivos e dominantes, com varios alelos
por loco génico.

A herdabilidade de um carater métrico € uma das mais importantes de suas
propriedades. Ela expressa a propor¢cdo da variancia total que é atribuida a variacédo
genética. A mais importante funcdo da herdabilidade é seu papel preditivo,
expressando a confianca do valor fenotipico como um guia para o valor genético
(FALCONER 1981).

Diferentes autores tém conduzido estudo sobre a herdabilidade da resisténcia
ao NCS, usando diferentes metodologias para sua estimacédo. Altas herdabilidades
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no sentido amplo foram informadas para a raca 3 através da analise de médias
(MANSUR 1993) e da andlise de variancia (WEBB 1995). HANCOCK (1987)
regredindo valores fenotipicos Fs-F,, estimou valores de herdabilidade restrita altos
para a resisténcia a “raca X”. YUE (2001) estimaram altas herdabilidas restritas para
a resisténcia as racas 1, 2, 3, 5 e 14 do NCS. Segundo FALCONER (1981) e
RAMALHO (1993) a herdabilidade ndo é uma propriedade somente do carater, mas
da populacéo e das condigcdes ambientais em que os dados foram obtidos. Portanto,
existe a necessidade de se estimar a herdabilidade do carater em estudo sob as
condicBes especificas nas quais sdo conduzidas as pesquisas.

O presente trabalho foi conduzido para estimar a herdabilidade da resiténcia
as racas 3 e 9 do NCS, em uma populacédo de RILs derivada do cruzamento entre
Hartwig (genitor resistente) e Y23 (genitor suscetivel).
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MATERIAL E METODOS

Material Genético

A populacao de linhagens endogamicas recombinantes (Recombinant Inbred
Lines — RIL) (geragéo Fg) foi obtida do cruzamento entre Hartwig (genitor resistente)
X Y23 (genitor suscetivel). Plantas F, derivadas de 5 plantas F; foram conduzidas
pelo método do descendente de uma Unica semente, (Single Seed Descent - SSD),
em casa de vegetacao, conforme sugerido por BRIM (1966), sem ter sido praticado

selecdo durante a sua obtencao.

Inoculacédo e Avaliagcdo do NCS

A resposta a raca 3 e 9 foi avaliada em 157 e 147 RILs, respectivamente. Nos
ensaios de avaliacdo foram incluidas as linhagens, seus genitores (Hartwig e Y23),
os hospedeiros diferenciadores (Peking, Pickett, PI 90763 e Pl 88788) e a
testemunha suscetivel Lee. O cultivar Embrapa-20, suscetivel, foi utilizado para
manter e multiplicar os indculos das racas, usando-se vasos de argila com
capacidade para 5 litros mantidos em casa de vegetacdo com temperatura de 25-
30°C. Sementes das linhagens, dos hospedeiros diferenciadores (Pickett, Peking, PI
90763 e PI 88788), do padrdo suscetivel Lee e dos genitores foram germinadas em
areia. Quando as plantulas atingiram 2 a 3 dias de idade foram transplantadas para
vasos de argila com capacidade de 0,5 litros (uma planta por vaso), contendo a
mistura de solo e areia, na propor¢do 1:2. Simultaneamente ao transplantio, 6
plantas de cada RIL, dos hospedeiros diferenciadores, dos genitores e do padrao
suscetivel Lee, foram inoculadas com 4 mL de uma suspensdo contendo 1000
ovos/mL. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo (25-30°C) por 30 dias,
guando se realizou a avaliacdo. Para a avaliacao, o sistema radicular de cada planta
foi retirado do vaso e lavado sob jato de agua em peneira com malha de 20 mesh,
acoplada sobre outra de 60 mesh. Os cistos retidos sobre a peneira foram contados
sob lupa estereoscépica. Para cada hospedeiro diferenciador, foi calculado um
indice de Parasitismo (IP), e cada raca foi identificada conforme o esquema de
RIGGS (1988).

Estimativas das herdabilidades

Para estimar as herdabilidades de ambas as racas do NCS foi usado o
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delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticbes (plantas) por RIL
(tratamento). Os efeitos dos tratamentos foram considerados aleatérios, uma vez
que as RILs usadas representariam uma amostra de uma populacdo de RILs,
teoricamente infinita, derivadas do cruzamento entre Hartwig e Y23.

O modelo estatistico adotado foi:
Yij=0+Gi+Ej
Em que:
0 é a média geral,
Gi é o efeito da i-ésima RIL, parai=1, 2, 3...g (niumero de RILs ou tratamentos),

E;j € o efeito residual, E; ~NID (0, s?), para j =1, 2, 3...r (ntmero de repeti¢oes).

No quadro 1 encontra-se 0 esquema da analise de variancia desse modelo.

Quadro 1 - Esquema da analise de variancia do modelo estatistico inteiramente

casualizado
FV GL QM E(Q.M.) F
Genobtipos g-1 QMG s2 +rs? QMG/QME
Erro 9 - 1) QME s2

Parametros genéticos analisados e seus estimadores

o
s 4 Y

Média - m= -

gr
Variancia genética ($7) = QMG - QMR

r
Variancia fenotipica (§7) = QMG
Variancia residual §2= QME
r
- o : _ JOME

Coeficiente de variacao experimental - CVe (%) = —;— x 100

m

§2
Herdabilidade no sentido amplo —h2 (%) = —- x 100
Sf
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\/% x 100

Coeficiente de variacdo genético - CVg (%) =

A correlacdo fenotipica entre a resisténcia as racas 3 (X) e 9 (Y) do NCS foi
Cov,(X,Y)
SE(X)87(Y)

estimada como segue: r,= . A hipétese de nulidade, coeficiente de

correlacao fenotipica igual a zero (Ho: O = 0) foi testada pela estatisitca t, dada por:

r . . . e A
t= ! - vJn - 2, associada a n-2 graus de liberdade, em nivel de significancia de
1-r,

5% (CRUZ 1997)
A andlise de variancia, e estimacao dos parametros genéticos e de correlacao
foram obtidas com o auxilio do programa GENES (CRUZ 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de variancia e estimativas de parametros

Nas Figuras 1A e 1B estdo apresentadas as distribuicdes do nimero de cistos
de cada raca do NCS. A distribuicdo dos dados fenotipicos indica que a resposta
comportou-se como uma caracteristica quantitativa, mostrando uma distribuicdo
continua, como reportada por varios pesquisadores (MANSUR 1993, CONCIBIDO
1994, WEBB 1995, YUE 2001).

A média do nimero de cistos nos genitores, assim como a média, valores
minimos, maximos e variancia fenotipica da populacdo de RIL séo indicadas no
Quadro 2. A média da populacdo mostrou-se mais proxima a média do genitor
suscetivel Y23 para ambas as racas. Foi observada segregacao transgressiva para
valores fenotipicos altos nas duas racas do NCS, mas néo valores baixos (dados
nao mostrados).

A normalidade dos dados foi rejeitada para as duas racas segundo o teste de
Shapiro-Wilk, W=0,9428, P=0,0000 para a raca 3, e W=0,8269, P=0,0000 para a
raca 9. A transformacao m como sugerida por MANSUR (1993) foi utilizada

para a normalizacdo dos dados, porém nao foi efiente e a andlise de variancia foi

realizada com os dados como originalmente coletaods.

Quadro 2 — Namero médio de cisto nos genitores, média, amplitude e variancia
fenotipica da populacgéao.

Racas do  Hartwig Y23 Populagéo de RIL
NCS
Média Média Média Minimo  M&ximo Variancia
Raca 3 4,60 39,33 39,33 0,00 278,5 4511,73
Raca 9 8,40 59,25 32,89 0,00 163,5 1034,71
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obtidos para araca 3 (A) e 9 (B).



A distribuicdo normal dos dados € esperada apenas quando muitos genes de
efeitos menores fazem parte da base genética do carater. Mas a resisténcia ao NCS
depende de poucos genes, como informados por diferentes autores (CALDWELL
1960, MATSON 1965, HANCOCK 1975, MANSUR 1993). Portanto, a falta de
normalidade dos dados observada no presente trabalho, e como informado por
outros pesquisadores (MANSUR 1993; WEBB 1995; YUE 2001), se deve aos
poucos genes de resisténcia para o NCS que estdo segregando na populacéao.

Os resultados da andlise de variancia das duas racas do NCS, seus
quadrados médios e estimativas dos diferentes parametros genéticos estao
apresentados no Quadro 3. O teste F a 5% de probabilidade indicou a existéncia de

significativa variacdo genética entre as RILs para as duas racas (P = 0,0000).

Quadro 3 - Quadrado médio de gendtipos (QMG) e do erro (QME), estimativa da
variancia genética ($;), fenotipica ($7) e ambiental média (S2),
herdabilidade no sentido amplo h?(%), coeficientes de variagéo

experimental (CVe) e genético (CVg), e media do numero de cistos da
populacdo para ambas as racas.

Estimativas Raca 3 Raca 9
QMG 25878,20 5576,40
QME 4923,19 1093,37
Valor F 5,2564 5,1002
82 3492,50 744,67
§? 4313,03 926,29
§? 820,53 181,61
hZ (%) 80,97 80,39

CVe 81,78 106,36
CVg 68,24 87,78

Média 39,33 32,89

*** E significativo a 0,1% de probabilidade

Altas herdabilidades no sentido amplo foram estimadas por MANSUR (1993)
para a raca 3 usando analise de médias em trés cruzamentos envolvendo o0s
genatipos resistentes A20, Jack e Cordell. WEBB (1995) relatou herdabilidade no
sentido amplo para a raca 3 de 97% usando como fonte de resisténcia a Pl 437654.
HANCOCK (1987) estimou herdabilidades restritas de 64%, 61% e 61% para a “raca
X", regredindo médias Fs-F,, para os cruzamentos Pl 90763 x Pl 887888, Pl 90763 x
R74-1001 e Pl 90763 x Pl 209332, respectivamente. O método de regressado de
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médias F3-F, também foi usado por SCHUSTER (2001) que relataram herdabilidade
no sentido restrito de 15,59% para a raca 14 no cruzamento Hartwig x BR-92-31983.
Altas herdabilidades restritas foram estimadas por YUE (2001), tendo como genitor
resistente a Pl 438489B. Usando familias F,-F; esses autores relataram
herdabilidades de 55% para a raca 1, 68% para a raca 2, 59% para a raca 3, 88%
para araca5 e 73% para a raca 14.

No presente trabalho a variacdo entre as RILs foi altamente determinada por
causas genéticas em nivel de médias para ambas as racas. Para a raca 3 a
herdabilidade no sentido amplo foi estimada em 80,97% e para a raca 9 em 80,39%
(Quadro 3). Embora as estimativas das herdabilidades dependam do material
genético usado e do método de estimacéo utilizado (FALCONER 1981), existe uma
boa concordéncia entre as herdabilidade informadas na literarura com as obtidas no
presente trabalho. As altas herdabilidades encontradas indicam que poucos genes
de efeito maior estdo segregando na populacdo, e que a selecdo fenotipica para
resisténcia seria alta para estas duas racas do NCS.

Os coeficientes de variacdo ambiental (CVe), os quais permitem avaliar a
variabilidade dos dados dentro de cada tratamento, foram estimados em 81,78% e
de 106,36%, para as raca 3 e 9 respectivamente. Esses valores sao muitos
superiores aos desejados em programas de melhoramento genético, porém podem
ser considerados proprios de caracteristicas que sofrem alta influéncia ambiental
como a resposta ao NCS.

Com base em 114 RIL avaliadas para respostas a ambas as racas foi
estimado o coeficiente de correlacdo fenotipica de 0,17, significativo pelo teste t a
1% de significancia. Este coeficiente indica que 0s componentes genéticos
associados a resisténcia para uma e outra raca do NCS sao herdados de forma

conjunta.
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CAPITULO 2

MARCADORES MICROSSATELITES LIGADOS A UM LOCO DE RESITENCIA AS
RACAS 3 E 9 DE Heterodera glycines EM SOJA

RESUMO

Heterodera glycines Ichinohe (Nematdide de Cisto da Soja - NCS) tem-se
convertido em uma das doencgas mais prejudiciais para a cultura da soja [Glicine max
(L) Merrill], promovendo grandes perdas por safra. O método de controle mais eficaz
e econbmico é a utilizacdo de variedades resistentes incluidas na rotacdo de
culturas. O desenvolvimento dessas variedades, através da selecdo classica, €
extremamente complicado e demorado. A tecnologia dos marcadores moleculares,
principalmente aqueles com base na técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase Chain Reaction —PCR), tem sido muito Gtil tanto no mapeamento dos
locos de resisténcia, assim como ferramenta de auxilio na selecdo de genotipos
desejaveis. Este trabalho foi conduzido com o objetivo de identificar marcadores
microssatélites (Simple Sequence Repeat —SSR) ligados a regibes gendmicas
associadas a resisténcia as racas 3 e 9 do NCS. A resposta as racas do NCS e a
identificacdo de SSRs foi avaliada em uma populacédo de linhagens endogamicas
recombinantes (Recombinant Inbred Lines — RIL) derivada do cruzamento entre
Hartwig (genitor resistente) e Y23 (genitor suscetivel). Quarenta iniciadores
polimérficos de microssatélites foram amplificados na populacdo gerando trés grupos
de ligacdo. A técnica de regresséao linear simples mostrou que 6 e 2 marcadores
estavam associados a resposta das racas 3 e 9 do NCS, respectivamente. Porém,
guando analisados em conjunto, utilizando a regressdo multipla, apenas o marcador
Satt038 permaneceu no modelo explicando 25,38% (P>F=0,0001) e 12,60%
(P>F=0,0001) da variancia fenotipica das respectivas racas.
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INTRODUCAO

As doencas sdo os fatores limitantes mais sérios da producdo de soja no
mundo. Em 1994, as perdas mundiais devido as doencas foram estimadas em 14,99
milhdes de toneladas, correspondentes a U$3,31 bilhdes, sendo Heterodera glycines
Ichinohe (Nematdide de Cisto da Soja - NCS) a principal causa destes prejuizos
(WRATHER 1997). O NCS foi relatado pela primeira vez no Brasil na safra
1991/1992 (LORDELLO 1992; LIMA 1992; MONTEIRO 1992). Na atualidade, infecta
cerca de 2 milhGes de hectares, tornando-se um dos parasitas mais prejudiciais para
a producao de soja no Pais. O uso de cultivares resistentes, incluidos na rotacdo de
culturas, é a forma mais efetiva de controle do NCS. Embora anatureza oligogénica
da resisténcia (FAGHIHI 1986a, 1986b) facilita a selecao fenotipica para obtencao
de variedades resitentes, devido a grande variabilidade genética do NCS (NIBLACK
1992), essa forma de selecdo é extremamente complicado devido a que o0s
resultados de testes subsequientes para resisténcia a uma mesma raga nao Sao
reproduziveis.

Os estudos de genética classica tém sido muito Uteis na identificacdo de
fontes de resisténcia, porém, o numero de genes e tipo de acdo génica
predominante na resisténcia permanecem pouco conhecidos até o momento.
Considerando o modelo genético qualitativo, genes recessivos e dominantes tém
sido amplamente relatados (CALDWELL 1960; MATSON 1965; RAO-ARELLI 1988;
RAO-ARELLI 1988; RAO-ARELLI 1994).

A tecnologia dos marcadores moleculares de DNA vem sendo usada
freqlientemente nas pesquisas para elucidar a base genética da resisténcia ao NCS.
No genoma da soja, duas regides foram estabelecidas como responsaveis pela
resisténcia ao NCS. Uma localizada no grupo de ligacdo (GL) A2 (WEISEMANN
1992), e outra no GL G (BOUTIN 1992 e CONCIBIDO 1994). Esta ultima explica até
50% da variacdo na resisténcia nas Pls 209332, 90763, 88788 e em Peking.

Além da utilidade que os marcadores moleculares apresentam para
identificacdo e mapeamento de QTLs, em face do fendtipo ndo ser afetado pelo
ambiente, esses marcadores sdo extremamente Uteis na sele¢cdo de genoétipos
desejaveis, eliminando os efeitos de interacdo gendtipo x ambiente durante a
selecéo fenotipica (TANKSLEY 1989).
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A selecdo auxiliada por marcadores moleculares (SAM) pode acelerar os
programas de melhoramento, devido a sua alta eficiéncia de selecéo e por diminuir o
intervalo de tempo entre geracdes (YOUNG 1989). A selecéo indireta pode, ainda,
permitir a selecéo positiva ou negativa dependendo se o marcador estiver ligado em
acoplamento ou repulsdo ao QTL associado a caracteristica (TANKSLEY 1989).

Este trabalho teve como objetivo identificar gene(s) de resisténcia as racas 3
e 9 do NCS, com o uso de marcadores SSR, usando uma populacdo de linhagens
endogamicas recombinantes (Recombinant Inbred Lines - RIL), derivada do

cruzamento Hartwig (genitor resistente) x Y23 (genitor suscetivel).
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal
A populacao de linhagens endogamicas recombinantes (Recombinant Inbred
Lines — RIL) (geracdo F4) foi obtida do cruzamento entre Hartwig (genitor
resistente) x Y23 (genitor suscetivel). Plantas F, derivadas de 5 plantas F; foram
conduzidas pelo método do descendente de uma Unica semente, (Single Seed
Descent - SSD), em casa de vegetacao, conforme sugerido por BRIM (1966), sem

ter sido praticado selecdo durante a sua obtencéo.

Inoculagéo e Avaliagdo do NCS

A resposta a raca 3 e 9 foi avalida em 154 e 140 RILs, respectivamente. As
linhagens, seus genitores (Hartwig e Y23), os hospedeiros diferenciadores (Peking,
Pickett, Pl 90763 e PI 88788) e a testemunha suscetivel (Lee) foram incluidos nos
ensaios. Os inoculos das racas foram mantidos em vasos de argila com capacidade
para 5 litros, em casa de vegetacdo, com temperatura de 25-30°C. O cultivar
Embrapa-20, suscetivel, foi utilizado para multiplicar os in6culos e instalar os
ensaios. Sementes da populacdo de mapeamento, dos hospedeiros resistentes
diferenciadores (Pickett, Peking, Pl 90753 e Pl 88788), do padrdo suscetivel Lee e
dos genitores foram germinadas em areia. Quando as plantulas atingiram 2 a 3 dias
de idade foram transplantadas para vasos de argila com capacidade de 0,5 litro
(uma planta por vaso), contendo mistura de solo e areia, na proporcao 1:2.
Simultaneamente ao transplantio, 6 plantas de cada RIL, hospedeiros
diferenciadores, genitores e do padréo suscetivel Lee, foram inoculadas com 4000
ovos. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao (25-30°C) por 30 dias,
quando se realizou a avaliacdo. Para a avaliacdo, o sistema radicular de cada planta
foi retirado do vaso e lavado sob jato de agua em peneira com malha de 20 mesh,
acoplada sobre outra de 60 mesh. Os cistos foram contados sob lupa estereoscopica
e a raca do NCS foi confirmada conforme o esquema de RIGGS (1988).

Para a selecdo de RILs resistentes, a resposta de cada RIL foi avaliada
transformando a média de cistos desenvolvidos nas 6 plantas de cada familia, em
indice de Parasitismo (IP) estimado como segue:

IP (%)= Média de cistos e fémeas desenvolvidos sobre cada RIL / (Média de cisto e

fémeas desenvolvidos sobre o genitor suscetivel Y23) x 100.
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Extracdo do DNA e analise dos marcadores moleculares

A extracdo de DNA de folhas de soja foi feita com base no protocolo descrito
por KEIM (1988), com algumas modifica¢cdes. Entre 200 a 300 mg de folhas foram
trituradas na presenca de N, liquido, sendo o pdé resultante transferido para
microtubos. Apds a adicdo de 650-800 yuL de tampé&o de extracdo, constituido de
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl 0,7 M; CTAB 1% (p/v); PVP 2%
(p/v); e b-mercaptoetanol 1% (v/v), sendo este Ultimo separado dos demais
componentes, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, durante 20 a
40 minutos.

Apés a incubacdo, as proteinas foram removidas pela extragdo com um
volume de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1) e centrifugacdo a 14.000 RPM em
uma centrifuga EppendorfO, modelo 5415 C. Os &cidos nucléicos foram precipitados
da fase aquosa pela adicdo de 2/3 do volume obtido, com isopropanol gelado,
lavados em etanol 90% gelado por 20 minutos, secos ao ambiente e ressuspensos
em TE, pH 8,0 (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1mM), seguindo-se um tratamento com
RNAase A, na concentracdo final de 40 pg/mL a 37°C, por 30 minutos. O DNA foi
recuperado por precipitacdo, mediante a adicdo de um volume de etanol 95%,
seguido de centrifugacdo a 14.000 RPM em uma centrifuga EppendorfO, modelo
5415 C, por 15 minutos. Apds a lavagem do precipitado com etanol 90% gelado e
seco ao ambiente, o DNA foi ressuspenso em 200-300 pL de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura da
absorvancia a 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia correspondente a 50
png/mL de DNA fita dupla.

A colecédo de iniciadores de SSR para soja (“Research Genetics”, Huntsville,
AL, EUA), no total de 600 pares, foi testada nos genitores Hartwig e Y23. Quarenta
iniciadores claramente polimérficos foram amplificados em cada planta da populacao
de mapeamento. As amplificacbes foram realizadas em 25 pL, contendo Tris-HCI 10
mM, pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 2,4 mM; 100uM de cada um dos desoxinucleotidios
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP); 0,6 uM de cada iniciador, uma unidade de Taq
polimerase e 30 ng de DNA. As reacOes de amplificacdo ocorreram em um
termociclador Perkin Elmer® modelo 9600 programado para 30 ciclos de um minuto
a 94°C, um minuto a 50°C e 2 minutos a 72°C, seguidos de uma etapa de sete

minutos a 72°C.
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Os produtos de amplificagcdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3% ou em géis nativos verticais de poliacrilamida 10%, usando-se tampao
TBE 1X (Tris-borato 0,09 M e EDTA 0,002 M). Terminada a eletroforese, os géis
foram corados com brometo de etidio (10 mg/ml) e fotografados pelo sistema de

fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene).

Andlise de Ligacdo e Mapeamento de QTLSs.

Para identificar marcadores ligados ao QTL de resisténcia, a co-segregacao
entre os marcadores amplificados na populacéo e o fenétipo de cada RIL (nUmero
médio de cistos por RIL) foi analisado estatisticamente através da regressao linear
simples e mdltipla, utilizando o método stepwise para sele¢cdo do modelo, com
auxilio do programa JMP, versdo 3.1.6.2 (SAS 1990). Na andlise de regressao
multipla stepwise o nivel de significAncia usado foi de 5% para entrada e saida das
variaveis independentes. As distancias genéticas entre os marcadores foram
estabelecidas usando o programa GQMol (desenvolvido pelo DBG/BIOAGRO/UFV)
com LOD score minimo de 3, porcentagem de recombinacdo maxima de 50% e a
funcdo de mapeamento de KOSAMBI (1944). A segregacao individual dos
marcadores moleculares foi testada usando o teste do qui-quadrado.

A posicao do putativo QTL foi inferida quando os valores da razdo da maxima
verossimilhanca (Likehood Ratio — LR), determinada pela realizacdo de 1000
permutacées (CHURCHILL 1994), excederam os valores criticos de corte (I = 0,05)
para as racas 3 e 9. O mapeamento dos QTLs aplicando o método de mapeamento
por intervalo simples (LANDER 1989), as estimativas dos valores aditivos, e 0
coeficiente de determinacdo do QTL, correspondente ao pico de maior significancia
estatitistica do QTL, foram obtidos usando o software QTL Cartographer (BASTEN
1999).

A variancia fenotipica foi estimada considerando a média de cistos de cada
RIL. A frequéncia do marcador mais préoximo ao QTL foi utilizada para estimar a
variancia aditiva (FALCONER 1981). A herdabilidade no sentido restrito de cada
QTL foi obtida dividindo a variancia aditiva pela variancia fenotipica.

Neste trabalho, para selecdo de plantas resistentes, foi usado o critério de
resisténcia moderada proposto por SCHMITT (1992), segundo o qual séo
consideradas resistentes aquelas plantas com IP [0 30%.



A eficiéncia de selecéo (ES) dos marcadores ligados ao loco de resisténcia foi

estimada como segue:
ES = N° de familias selecionadas corretamente como resistentes com base nos

marcadores / (N° total de familias selecionadas com base nos marcadores +

N° de familias resistentes sem o alelo marcador) x 100.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Dados fenotipicos

Nas Figuras 1A e 1B estdo apresentadas as distribuicbes do valor médio de
cistos desenvolvidos em cada RIL. A normalidade dos dados foi rejeitada para as
duas racas segundo o teste de Shapiro-Wilk (W=0,9428, P=0,0000) para a raca 3 e
(W=0,8269, P=0,0000) para a raca 9. A distribuicdo dos dados indica tratar-se de
uma caracteristica quantitativa, mostrando uma distribuicdo continua, como
reportada por varios pesquisadores (MANSUR 1993; CONCIBIDO 1994; WEBB
1995; YUE 2001a). A distribuicdo dos valores fenotipicos indica que nas duas racas
houve segregacdo transgressiva para valores fenotpicos altos (dados néo
mostrados).

A distincdo entre RIL suscetivel e resistente foi bastante clara. Com a
finalidade de ampliar o banco de germoplasma, usando o critério de resisténcia
moderada (SCHMITT 1992) foram selecionadas 39 e 63 RILs resistentes para a raca
3 e 9, respectivamente.

A média de cistos dos genitores, assim como 0s valores minimos, maximos e
variancia fenotipica da populacdo séo indicadas no Quadro 1. A média feotipica da

populacdo mostrou-se mais proxima ao valor do progenitor suscetivel Y23.

Quadro 1 — Numero médio de cisto nos genitores, média, amplitude e variancia
fenotipica da populacao.

Racas do  Hartwig Y23 Populagéo de RIL
NCS
Média Média Média Minimo  M&ximo Variancia
Raca 3 4,60 39,33 39,33 0,00 278,5 4511,73
Raca 9 8,40 59,25 32,89 0,00 163,5 1034,71
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obtidos para araca 3 (A) e 9 (B).
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Associacao dos marcadores moleculares com a resisténcia ao NCS

Da colecdo de 600 iniciadores SSR para soja, 170 foram identificados como
polimérficos (28,33%), quando testada nos genitores. Esta alta porcentagem reflete
a diferenca genética entre Hartwig e Y23. Este resultado é esperado, uma vez que
0S genitores ndo sdo aparentados. Do total dos iniciadores polimérficos, 40 SSR
foram amplificados na populacdo. Entretanto, 8 marcadores foram descartados por
nao respeitar a segregacao esperada de 1:1 para uma populagéo de RIL. Sendo que
em 4 deles o alelo de Hartwig foi fixado na populacdo (Satt191, Satt 294, Satt359 e
Satt552), e 3 fixaram o alelo de Y23 (Satt514, Satt532 e Satt579). Este tipo de
segregacado também foi observado por YAMANAKA (2001). A causa genética de tal
fato é desconhecida, mas deve-se descartar a selecdo, pois esta ndo foi praticada
durante o processo de obtencao da populacgao.

Com auxilio do aplicativo computacional GQMol (programa desenvolvido pelo
DBG/BIOAGRO/UFV) 3 grupos de ligacado (GL) foram formados (Quadro 2). No
presente trabalho os GL foram denominados conforme a nomenclatura da
Universidade Estadual de lowa (CREGAN 1999a). O primeiro GL corresponde a um
intervalo genético definido pelos SSRs Sattl73 e Satt550. Este ultimo marcador nao
foi mapeado por CREGAN (1999a), mas aparece posicionado a 1,0 cM do SSR
Satt173 no mapa obtido por ORF (1999). Portanto, este corresponderia ao GL O. O
segundo GL, definido pelos marcadores Sattl63, Satt038 e Satt275, todos eles
correspondem ao GL G. O terceiro GL, e um intervalo genético entre os SSRs
Satt250 e Satt551, mapeados no GL M.

A analise da associagdo entre os marcadores e a resposta as racas do NCS
foi realizada pela regressdo simples (r’) e mdltipla (R?), com o auxilio do programa
JMP, versao 3.1.6.2 (SAS 1990). A andlise de regressédo simples indicou que 6 e 2
marcadores estdo associados a resisténcia as racas 3 e 9 do NCS (Quadro 3). Na
avaliacdo conjunta dos marcadores associados a resisténcia de ambas as racas,
utilizando-se o procedimento de regressdo mudultipla stepwise, em nivel de 5% de
significancia, apenas o marcador Satt038 permaneceu no modelo, sendo os demais
eliminados pelo teste F. O marcador Satt038 explicou 25,38% (P>F=0,0001) e
12,60% (P>F=0,0001) da resisténcia em Hartwig, para a raca 3 e 9, respectivamente
(Quadro 3). Considerando que o Satt038 foi posicionado no meio do GL G, esses

resultados indicariam que este marcador encontra-se muito préximo da regido de
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maxima significancia estatistica, sendo por isto, responsavel pela totalidade da

variacao fenotipica explicada em ambas as racas.

Quadro 2 — Distancia genética entre os marcadores que formaram os trés grupos de
ligacdo (GL) na populacdo de mapeamento

GLO* cM® LOD° | GLG* cM® LOD® GLM* oM LOD®
Satt550 6,73 21,28 | Satt275 9,70 12,05 |Satt250 13,84 9,69
Sattl73 - Satt038 16,70 8,67 | Satt551 -

Satt163  ----

4Grupo de ligacdo denominado segundo Universidade Estadual de lowa (GREGAN 1999a),
tamanho do intervalo genético estimado com o programa GQMol expresso em centiMorgan
(cM), e °LOD score da distancia entre os marcadores

A estratégia de mapeamento por intervalo simples (LANDER 1989) e o teste
de permutacdo (CHURCHILL 1994) foram utilizados para mapear o loco de reposta
as racas do NCS. Uma regido genémica altamente significativa para as duas ragas
foi detectada no GL G (Figura 2 A e 2 B). Esta regido apresentou um pico de maior
significancia estatistica a 4,0 e 0,05 cM do Satt038, para as racas 3 e 9
respectivamente.

A regido do GL G identificada neste estudo € uma das mais amplamente
associadas a resisténcia a varias racas do NCS. O primeiro relato corresponde a
CONCIBIDO (1994). Posteriormente, usando marcadores RFLP (WEBB 1995,
CONCIBIDO 1996, CONCIBIDO 1997) e SSRs (MUDGE 1997, CREGAN 1999b,
CERVIGNI 1999) tém sido confirmado que este loco corresponde ao gene rhgl
relatado inicialmente por CALDWELL (1960), juntamente com os genes rhg2 e rhg3.
No presente estudo, o SSR Satt038 ligado ao gene rhgl, explicou 25,38% da
variacdo da resisténcia a raca 3 em Hartwig (Quadro 3). Altos valores de coeficiente
de determinacao, com base em marcadores moleculares ligados ao gene rhgl, entre
26,2% a 50,9% ja foram relatados (WEBB 1995, CONCIBIDO 1994, CONCIBIDO
1997, MUDGE 1997, CERVIGNI, 1999). Embora tenha sido detectado que outros GL
também estdo associados a resisténcia a raca 3, como GL A2 (WEISEMANN 1992 e
MAHALINGAM 1995), GL J (CONCIBIDO 1997), GL B2, D1a e A2 (YUE 2001a) e
GL E (YUE 2001b), para nenhum deles foi informada a frequéncia e a importancia

relativa para a resisténcia. Assim, o rhgl parece ser o principal gene de
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resisténcia a raca 3 do NCS. Neste trabalho ndo foram amplificados SSR

correspondente aos diferentes GL mencionados acima, portanto, alguns desses

locos poderiam estar segregando na populacdo e ndo foram detectados.

Quadro 3 - Identificacdo de marcadores ligados ao loco de resisténcia as racas 3 e 9
do NCS, usando a regressao simples e multipla

Raca 3
Marcador %2 P° RZP p°
Satt275 22,72 0,0001 * d
Satt038 25,38 0,0001 25,38 0,0001
Satt163 8,05 0,0004 *
Satt235 3,28 0,0232 *
Satt564 4,61 0,0117 *
Satt316 4,10 0,0351 *
Raca 9
Satt038 10,50 0,0002 12,60 0,0001
Satt163 4,04 0,0130 *

ACoeficiente de regressdo simples, "Coeficiente de regressdo mdltipla, “Valor critico
informativo e “Marcadores eliminados do modelo de regresséo muiltipla.
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Figura 2 - Identificacdo de um QTL de resisténcia as racas 3 (A) e 9 (B) do NCS no grupo de
ligacdo G (GL G) em uma populacdo de RILs derivada do cruzamento Hartwig X
Y23. Testes de hipbtese para o modelo aditivo foram realizados a cada 0,5
centiMorgam, usando o programa Cartographer e o método de mapeamento de
intervalo simples. O valor da razdo da maxima verossimilhanca (MV) para cada
teste foi considerado significativo quando superior ao valor critico de corte (VC),
obtidos para cada raga do NCS mediante a realizagdo de 1.000 permutagdes.
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Resisténcia a outras ragcas do NCS também foi associada ao gene rhgl. As
repostas as racas 1 e 6 foi associada a esse gene por CONCIBIDO (1997), as racas
1,2 e 5 (YUE 2001a) e as ragas 1, 2, 5 e 14 (YUE 2001b). Entretanto, ndo existem
relatos que associem a resisténcia a raca 9 com o gene rhgl. O Gnico QTL de
resisténcia para resisténcia a raca 9 foi relatado por SCHUSTER (1999). Utilizando
familias RC3F, este autor identificou um QTL ligado a 4 marcadores RAPD (OPAA-
11, POR-07, OPY-07 e OPAE-08) e dois SSR (Sat_001 e Satt-082), os quais
formaram um GL equivalente ao GL D2 do mapa genético relatado por CREGAN
(1999a). Os marcadores RAPD OPAA-11 e OPY-07 explicaram até 56% da
resisténcia em Hartwig. No presente trabalho, o Satt038 ligado ao gene rhgl
explicou 10,50% da variacdo fenotipica (Quadro 3), comprovando, mais uma vez, a
importancia deste gene para a resisténcia a maioria das racas do NCS.

Herdabilidade do gene de resisténcia

A herdabilidade de um carater métrico expressa a proporcdo da variancia
total que é atribuida ao efeito médio dos genes (FALCONER 1981). Entretanto,
JOHNSON (1955) ressaltam que nem sempre as herdabilidades estimadas sao
equivalentes, ja que depem do método estatistico utilizado e do tipo de populacao
utilizada na pesquisa.

As herdabilidades restritas estimadas neste estudo, para o gene rhgl,
foram 23,97% para a raca 3 e 6,00% para a raca 9 (Quadro 4). As herdabilidades
obtidas podem ser comparadas com as relatadas por CERVIGNI (1999) e
SCHUSTER (2001), devido ao fato de que foram usados os mesmos métodos de
estimativas. CERVIGNI (1999) informou que a resisténcia a raca 3 do NCS, devido
ao gene rhgl, teve uma herdabiliade restrita de 51,65% e SCHUSTER (2001) de
36,57% para um QTL de resisténcia a raca 14 do NCS. Como se vé, os valores
obtidos no presente trabalho séo, significativamente, menores que 0s reportados
anteriormente. E bom salientar que as herdabilidades para QTLs ou genes de
reisténcia, se estimam apenas com a finalidade de uma melhor caracterizagdo da
regido gendmica. Este tipo de informacdo normalmente ndo é de grande interesse
na selecao assistida por marcadores. A informacéo relevante na selecédo assistido
por marcadres € o coeficiente de determiangdo dos marcadores que flanqueiam o
QTL de resisténcia (Quadro 3), e a eficiéncia de selecao desses mracadores.
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Quadro 4- Estimativa do efeito aditivo, variancia aditiva, herdabilidade restrita e
coeficiente de regressdo multipla do gene rhgl para as racas 3 e 9 do

NCS
Racas NCS a? §2° §7° h2(%)* R*¢
3 46,52 1082,55 4511,73 23,97 47,90
9 11,10 177,18 1034,71 6,00 12,00

3Efeito aditivo; ° Variancia genética; “Variancia fenotipica; “Herdabilidade no sentido amplo;
*Proporcdo da variancia fenotipica explicada pelo pico de maxima significancia estatistica
do rhgl.

Eficiéncia da Selecado dos Marcadores Identificados

A ES estimada usando um ou dois marcadores em homozigose para as
racas 3 e 9 sdo apresentadas no Quadro 5. Selecionando apenas com base no
marcador Satt038 foi obtida uma ES de 46,15% e 56,25%, com valores de IP de
88,00% e 36,90%, para as racas 3 e 9, respectivamente. Valores similares foram
obtidos quando a selecéo foi praticada combinando pares de marcadores. Para a
raca 3 a combinacdo dos marcadores Satt038 mais Satt275 e Satt038 mais Satt163
a ES foi de 56,25% e 42,55%, ao passo que a média dos IP mantiveram-se altos,
63,55% e 83,82%, respectivamente. Para a raca 9, com a mesma combinacao de
SSR indicada acima, a ES foi 66,66% e 55,81% com valores IP de 29,63% e 33,20%
(Quadro 5).

A ES obtida ndo é adequada para realizar selecao indireta, pois esta abaixo
da realmente Util e relatada por outros autores. CONCIBIDO (1996) reportaram uma
ES de 83-90% usando marcadores RFLP, MUDGE (1997) de 98% usando um par
de marcadores SSR. Assim como SCHUSTER (1999) e CERVIGNI (1999) relataram
ES superiores a 90%. Os baixos valores de ES obtidos neste trabalho se deveriam,
fundamentalmente, ao fato de que o gene rhgl nao esta flanqueado por marcadores
devidamente préximos aos extremos do QTL, os quais se deconhecem. O marcador
Satt038 ndo garante uma boa ES, mesmo estando tdo cerca do pico de maxima
significancia estatisca para as duas racas. Recombinacfes simples ou duplas entre
os trés marcadores do GL G podem ocorrer gerando plantas recombiantes que nao
carrregam o QTL na integra e, consequentemente suscetiveis. Esta situacao
certamente mudara quando outros marcadores SSR da regido do gene rhgl, forem

amplificados nesta populacdo. Desta forma, espera-se que o loco de resisténcia
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seja flanqueado por marcadores mais proOximos a seus extremos, fazendo com que
as recombiancdes mencionadas ocorram em menor frequéncia, aumantando a ES

para valores comparaveis aos relatados pelos pesquisadores acima mencionados.

Quadro 5— Eficiéncia de selecéo para as racas 3 e 9 do NCS, considerando um ou
dois marcadores em homozigose ligados ao gene rhgl

Raca 3
Marcadores Plantas resistentes IP(%)°  Eficiéncia de seleco (%)
Satt 038 30? 88,00 46,15
Satt038 + Satt275 22 63,55 56,65
Satt038 + Satt163 20 83,82 42,55
Raca 9
Satt 038 36 36,90 56,25
Satt038 + Satt275 26 29,63 66,66
Satt038 + Satt163 24 33,20 55,81

aNumero de plantas resistentes do total selecionadas, "Média do IP (%) das plantas
selecionadas
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CAPITULO 3

MAPEAMENTO DE CARACTERES AGRONOMICOS USANDO LINHAGENS
ENDOGAMICAS RECOMBINANTES

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar uma populacéo de 134
linhagens endogamicas recombinantes (Recombiant Imbred Lines — RIL) de soja
[Glicine max (L) Merrill], visando sua utilizagcdo como populacdo de mapeamento de
locos associados a diferentes caracteristicas de interesse agronémico. A qualidade
da RIL como populacdo de mapeamento foi avaliada por meio da estimagao de
diferentes parametros genéticos, utilizando o modelo experimental de familias com
testemunhas intercalares. A populacdo segregante foi obtida pelo método do
descendente de uma Uunica semente (Single Seed Descent - SSD), a partir do
cruzamento inicial entre o cultivar norte-americano Hartwig e a linhagem brasileira
Y23. Verificou-se consideravel variabilidade genética entre as linhagens
endogamicas recombinantes para todos os treze caracteres avaliados. As
estimativas de herdabilidades foram altas para todos os caracteres com variabilidade
genética significativa. A genotipagem da populagéo foi realizada com 40 marcadores
microssatélites (Simple Sequence Repeat —SSR) gerando trés grupos de ligacdo. A
técnica de mapeamento de contraste entre médias e a analise de regressao linear
simples foram utilizadas para mapeamento dos QTLs. Foram identificados QTLs de
efeito menores para os treze caracteres avaliados, localizados nos GL B2, O, G, E e
H. A alta variabilidade genética detectada nas RILs sugere que a populacéo é util
para realizar estudos genéticos e de mapeamento de QTLs para as caracteristicas

avaliadas e outras que possam ser consideradas.
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INTRODUCAO

Em todas as culturas, incluindo a soja [Glycine max (L.) Merrill], as
caracteristicas agron6micas resultam da acdo conjunta de muitos genes e do
ambiente. SAX (1923) usou genes controladores de caracteres qualitativos para
localizar genes de efeitos menores controlando caracteristicas quantitativas.
THODAY (1961) usou um marcador morfolégico determinado por um gene para
conduzir detalhados estudos de caracteres quantitativos em Drosophila
melanogaster. O uso de genes de efeito maior para elucidar a base genética de
caracteres quantitativos viu-se limitado por ndo existirem caracteres qualitativos
polimérficos suficientes para conseguir uma cobertura ampla do genoma. Estas
limitacGes, primeiramente foram superadas pelo uso de isoenzimas (TANKSLEY
1982, EDWARDS 1987) e mais tarde pelos marcadores moleculares de DNA tais
como o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) ou aqueles com base
na técnica da PCR (Polimerase Chain Reaction) como os microssatélites (Simple
Sequence Repeats — SSR) e o0 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), os
quais tém fornecido quantidade praticamente ilimitada de marcadores, com muitos
atributos desejaveis (PATERSON 1988, 1991).

Muitos trabalhos de pesquisas tém usado marcadores moleculares de DNA
para identificar e mapear regides gendmicas associadas a caracteristicas
quantitativas (Quantitative Trait Loci — QTL), usando-se Varios tipos de populagdes.
Entre essas populacdes, merecem especial destaque as linhagens endogamicas
recombinantes (Recombinant Inbred Lines — RIL). Cada linhagem é derivada de uma
planta F, que, por autofecundacdes sucessivas, torna-se quase homozigota. As RILs
possuem atributos que as tornam particularmente Uteis. Constituem uma populagéo
de mapeamento permanente que pode ser avaliada ao longo do espaco e do tempo,
permitindo a reducao do erro experimental fazendo com que as diferencas genéticas
pequenas possam ser estabelecidas (MATHER 1977). RILs podem ser usadas
indefinidamente, facilitando o intercambio de material genético, acumulacdo e
compartilhamento da informacédo genética adquirida.

Devido as vantagens mencionadas, este tipo de populacdo tem sido
amplamente usada. CARRILLO (1990) e ROUSSET (1990) usaram 48 RILs para
mapear alelos de gluteninas de alto peso molecular em trigo. Em soja tém sido

usadas por KEIM (1994) para comparar a variabilidade existente entre
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diferentes populacdes de RILs. QTLs para caracteristicas reprodutivas, morfolégicas
e qualidade de sementes tém sido mapeados por varios autores (MANSUR 1995,
MANSUR 1996, ORF 1999, SOARES 2000, OLIVEIRA 2002, MIRANDA 2002)
usando populacdes RILs.

Uma estratégia usada no mapeamento de QTLs € o desenvolvimento de
populacdes segregantes, derivadas de cruzamentos interespecificos (TANKSLEY
1982, GREF 1989, PATERSON 1988). Entretanto, algumas caracteristicas de
interesse para o0 melhorista, podem comportar-se de forma diferente em
cruzamentos interespecificos do que quando avaliadas em cruzamentos
intraespecificos. Este dltimo tipo de cruzamento, considerando genitores
contrastantes para as caracteristicas consideradas, € uma boa alternativa para gerar
conhecimento ou solucbes genéticas aos mesmos problemas agrondmicos.
Contudo, existe a necessidade de avaliar variabilidade genética da populacdo
desenvolvida e assim, sua utilidade como germoplasma para estudos genéticos e
construcdo de mapas genéticos saturados para mapeamentos de QTLs. Com esta
informacao disponivel, seria possivel considerar estudos genéticos mais extensivos,
assim como o desenvolvimento e analise de maiores populacfes de mapeamento.

Este trabalho relata a avaliacdo de uma populacdo de RILs de soja, derivada
do cruzamento entre Hartwig e Y23, em relacéo a sua utilidade como populacéo de

mapeamento.
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MATERIAL E METODOS
Material Genético
Foi utilizada uma populagdo de 134 linhagens endogamicas recombinantes
(Recombinat Inbred Lines — RIL) (geracdo F7) obtida do cruzamento entre Hartwig
(cultivar norte-americano) x Y23 (linhagem brasileira). Plantas F, derivadas de 5
plantas F; foram conduzidas pelo método do descendente de uma Unica semente
(Single Seed Descent - SSD), em casa de vegetacao, conforme sugerido por BRIM

(1966), sem ter sido praticado selecéo durante o processo de obtencéo.

Experimento de campo

O experimento foi conduzido no Campo Experimental Prof. Diogo Alves de
Mello, no campus da Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais. Vigosa localiza-
se na Zona da Mata do estado de Minas Gerais, a latitude de 20°45’S, longitude de
42°51'W, altitude de 650m, com precipitacdo anual média de 1342mm. O solo foi
preparado por meio de aradura e duas gradagens prévio a instalacdo do
experimento. A adubacéo foi realizada no sulco de plantio, aplicando-se 70 kg/ha de
P,0Os e 35 kg/ha de K,0. O plantio do experimento foi realizado no dia 12/01/2001.

O modelo experimental foi o de familias com testemunhas intercaladas,
devido ao limitado numero de sementes, o que dificultou a utlizacdo de
delineamentos estatisticos com repeticdo, com o tamanho de parcela usualmente
empregado. O esquema experimental foi o seguinte: as 134 RILs foram dispostas
em quatro grupos, iniciando e acabando cada um deles com as testemunhas
Hartwig, Y23 e CAC-1. Estas trés testemunhas foram repetidas a cada 14 RILs.

Cada parcela foi constituida de uma linha de 2 metros, no espacamento de
70 centimetros entre linhas. Foram utilizadas sementes em excesso no plantio,
sendo que 15 a 20 dias ap6s a emergéncia foi feito o desbaste, deixando-se apenas
20 plantas por metro. Para avaliacdo foram etiquetadas 7 plantas competitivas
dentro de cada parcela. Este procedimento ocorreu antes do florescimento, para que

nao houvesse tendenciosidade na escolha das plantas a serem avaliadas.

Caracteristicas quantitativas
Treze caracteristicas foram mensuradas: R1, numero de dias para

florescimento, contados a partir da emergéncia até que 50% das plantas da
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fileira tivessem floridos; R8, nimero de dias para maturacdo, contados a partir da
emergéncia até que 95% das vagens atingissem a coloracao tipica de maturacao;
PR, periodo reprodutivo, como sendo a diferenca R8 — R1. APF, altura da planta no
florescimento, expressa em centimetros, do nivel do solo até o ultimo né da haste
principal, por ocasido da abertura da primeira flor, NNF, nimero de ndés no
florescimento, contados na haste principal apés o né cotiledonar, por ocasido da
abertura da primeira flor; APM, altura da planta na maturacédo, em centimetros, do
nivel do solo até o ultimo n6é da haste principal, no estagio R8; NNM, nimero de noés
na maturacdo contados na haste principal a partir do né cotiledonar, no estagio R8.
NVP, namero total de vagens com sementes formadas; APV, altura da primeira
vagem; NSP, numero total de sementes produzidas por planta; NSV, niamero total de
sementes produzidas por vagem, PRO, producdo de grdos, peso médio das
sementes das 7 plantas, em gramas por planta, PCS, peso em gramas de cem

sementes.

Correcéao de dados

O uso de testemunhas intercaladas, consequentemente com repeticoes,
permitiu obter estimativas do efeito ambiental e com este corrigir as diferencas entre
familias que tinham como causa diferencas de ambiente local.

O efeito ambiental foi estimado a partir do desvio das testemunhas em
relacdo a sua média geral. Como as testemunhas respondem de forma diferenciada
as diferencas de condicdes ambientais, a correcdo com base na média destas é
mais coerente do que considerar apenas um dos progenitores. Assim,
primeiramente, obteve-se a média entre as repeticbes equivalentes as testemunhas

1, 2 e 3 que se encontravam em sequiéncia no campo:

Yo * You + Y5,
3

X, é amédia das testemunhas na posicéo k;

Y. Y, e 73_k sdo as médias das testemunhas 1, 2 e 3 respectivamente, na
repeticao k;
O efeito ambiental corresponde ao desvio do grupo das trés testemunhas em

relacdo a sua média geral, ou seja:
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EA, =X, - m
onde:

EA, € o efeito ambiental na posi¢éo k;
m € a média geral das testemunhas.

Os valores corrigidos foram obtidos subtraindo-se do valor observado a
campo o efeito ambiental, de modo a anular as diferencas entre RILs que sé&o
devidas a localizacdo. A correcao foi feita em gradiente com base em dois efeitos
ambientais sequenciais, de modo a obter uma correcédo gradual, de acordo com a
distancia entre parcela a ser corrigida e os dois efeitos ambientais estimados, um
antecedente e o outro subsequente a RIL a ser corrigida. A correcdo foi realizada

com base na seguinte equacao:

_ q
Yc - Y0 - E'A‘k +tT1(EAk - E'A‘k+t)

em que:

Y. e Y, sédo os valores corrigido e observado, respectivamente,

g é a posicdo da RIL entre os dois grupos de testemunhas, sendo que a primeira

RIL a ser corrigida assumiu a posicéo 1.

t € o total de parcelas entre os dois grupos de testemunhas, t =14.

EA, e EA,,, séo os efeitos antecedente e subsequente a RIL a ser corrigida.
Assim, o efeito ambiental entre os grupos de testemunhas foi usado para

corrigir, de forma gradual, os valores fenotipicos das RILs entre os grupos de

testemunhas mencionadas.

Anélise de variancia

A andlise de variancia foi feita para cada uma das caracteristicas avaliadas. O
modelo estatistico adotado foi:

Para as testemunhas Y = m+ T, + g;,
em que:

Yj; = valor da caracteristica da i-ésima testemunha na j-ésima repeti¢éo;

m= média geral das testemunhas;

T; = efeito da i-ésima testemunha (i = 1, 2, 3);



g; = erro aleatério que incide sobre as testemunhas, g;~NID (0, s?).

Para as RILS Y;=m+ G; + g,
em que:
Y; = valor da caracteristica da i-ésima RIL;
m= média geral das RILs;
Gj = efeito dai-ésima RIL (i=1,2,..., 9);

g = erro aleatdrio que incide sobre as RILs, g ~NID (0, s?).

No Quadro 1, encontra-se o esquema da analise de variancia dos modelos
estatisticos para testemunhas e RILs mencionados acima.

Quadro 1 - Esquema da andlise de variancia do modelo de familias com
testemunhas intercalares

FV GL QM E(Q.M.) F
Genotipos g-1 QMG s’ +s; QMG/QME
Testemunhas t—1 QMT s? +rf, QMT/QME
Erro t(r - 1) QME s?

Parametros genéticos analisados e seus estimadores
Média - No calculo da média, foram considerados os valores das caracteristicas das
7 plantas avaliadas por RIL.

Variancia genética - (§2) = QMG - QME

JOME

Coeficiente de variacdo experimental - CVe (%) = ——— x 100

X

&2

S
Herdabilidade no sentido amplo - (h%,) (%) = 9 ® _ x100

MG
. | | V85
Coeficiente de variacdo genético - CVg (%) = —— x 100
- N . Cov,(X,Y)
Coeficiente de correlacéo genotipica - ry =
§§(X).§§(Y)
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A hipétese de nulidade, coeficiente de correlacdo genotipica igual a zero (Ho: 0 = 0)

foi testada pela estatistica t,dada por:

r
t=———+n-2, associada a n-2 graus de liberdade, em nivel de

Ji-r1,°
significancia de 5% (CRUZ 1997).
A correcao de dados fenotipicos, analise de variancia e a estimacao dos

parametros genéticos foram feitas com o auxilio do programa GENES (CRUZ 1997).

Extracdo do DNA e amplificacdo de marcadores microssatélites

A extracdo de DNA de folhas de soja foi feita com base no protocolo descrito
por KEIM (1988), com algumas modificacdes. Entre 200 a 300 mg de folhas foram
trituradas na presenca de N liquido, sendo o po6 resultante transferido para
microtubos. Ap6s a adicdo de 650-800 pL de tampao de extracdo, constituido de
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl 0,7 M; CTAB 1% (p/v); PVP 2%
(p/v); e b-mercaptoetanol 1% (v/v), sendo este Ultimo separado dos demais
componentes, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, durante 20 a
40 minutos.

Apés a incubacdo, as proteinas foram removidas por extragdo com um
volume de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1) e centrifugacéo a 14.000 rpm em uma
centrifuga EppendorfO, modelo 5415C. Os acidos nucléicos foram precipitados da
fase aquosa pela adicdo de 2/3 do volume obtido, com isopropanol gelado, lavados
em etanol 90% gelado por 20 minutos, secados ao ambiente e ressuspensos em TE,
pH 8,0 (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1mM), seguindo-se um tratamento com RNAase A,
na concentracao final de 40 pg/mL a 37°C, por 30 minutos. O DNA foi recuperado
por precipitacdo, mediante a adicdo de um volume de etanol 95%, seguido de
centrifugacdo a 14.000 rpm em uma centrifuga EppendorfO, modelo 5415C, por 15
minutos. Apdés a lavagem do precipitado com etanol 90% gelado e secado ao
ambiente, o DNA foi ressuspenso em 200-300 uL de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura da
absorvancia a 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia correspondente a 50
png/mL de DNA fita dupla.

A colecdo completa de iniciadores de SSR (“Reserach Genetics”, Huntsville,

AL, EUA), no total de 600 pares, foi testada nos genitores Hartwig e Y23.
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Quarenta iniciadores que resultaram claramente polimoérficos nos genitores foram
amplificados em cada planta da populacdo de mapeamento. As amplificagcdes foram
realizadas em 25 pL, contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 2,4 mM;
100uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dCTP, dGTP); e 0,6 uM de
cada iniciadores, uma unidade de Taq polimerase e 30 ng de DNA. As reac0es de
amplificacdo ocorreram em um termociclador Perkin Elmer® modelo 9600
programado para 30 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 50°C e 2 minutos a
72°C, seguidos de uma etapa de sete minutos a 72°C.

Os produtos de amplificagcdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3% ou em géis nativos verticais de poliacialmida 10%, usando-se tampao
TBE 1X (Tris-borato 0,09 M e EDTA 0,002 M). Terminada a eletroforese, os géis
foram corados com brometo de etidio (10 mg/ml) e fotografados pelo sistema de

fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene).

Andlise de ligacao e associacdo marcadores-QTLs

As distancias genéticas entre os marcadores foram estabelecidas com LOD
score minimo de 3, porcentagem de recombinacdo maxima de 50% e a funcdo de
mapeamento de KOSAMBI (1944). A segregacao individual dos marcadores foi
testada usando o teste do qui-quadrado. Para identificacdo dos QTLs ligados a
cada caracteristica foi utilizada a andlise de variancia. A associacdo marcadores-
QTLs foi analisada através do teste de médias associadas aos alelos de cada
marcador, utilizando a estatistica t em nivel de significancia de 5%. A frequéncia de
recombinacgdo entre o marcador e o QTL foi estimada com base na etatistica F (LIU
1998). A proporcao da variancia fenotipica explicada por cada marcador identificado
na andlise de variancia, foi determinada pela regressao linear simples. Todas as
analise e testes foram realizado com auxilio do programa GQMol (programa
desenvolvido no DBG/BIOAGRO/UFV).

67



RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de variancia e estimativa de parametros

Os resultados da analise de variancia de cada caracteristica, seus quadrados
médios e estimativas dos diferentes parametros genéticos estdo apresentados no
Quadro 2. O teste F a 1% de probabilidade indicou a existéncia de significativa
variagdo genética entre as RILs para todas as caracteristicas. Esta variabilidade
genética é fundamental para o éxito de um programa de melhoramento, permitindo a
selecéo de gendtipos superiores (ALLARD 1971). No mesmo sentido, a variabilidade
genética presente na populacéo € indicio da boa qualidade do germoplasma como
populacdo de mapeamento.

Altas herdabilidades, variando de 74,82% a 98,23, foram obtidas para todos
caracteres. (Quadro 2). A menor estimativa foi obtida para o carater nimero de
semente por vagens, (NSV), 38,19%. Embora a caracteristica NSV possua uma
herdabilidade que pode ser considerada baixa, tal vez por se tratar de um caracter
complexo, evidenciou variabilidade genética significativa (Quadro 2). Isto significa
que seria dificil identificar na populacdo genoétipos superiores ou mapear QTLs a ela
associados.

As altas herdabilidades estimadas para cada carater indicam que 0 processo
seletivo teria uma alta eficiéncia. Entretanto, devido a fato de que o experimento néo
permitiu a estimativa da variagdo da interacdo gendtipo x ambiente, este
componente poderia estar inflacionando as estimativas da variancia genética e,
assim, superestimando todas as herdabilidades.

Em relacdo aos coeficientes de variacdo ambiental (CVe), os quais permitem avaliar
a precisao do experimento, suas estimativas oscilaram de 2,00% a 19,35% (Quadro
2). Segundo o critério de classificacdo de GOMES (1985), sete caracteres
apresentaram CVe baixo e seis apresentam CVe alto. Os caracteres que
apresentaram maior coeficiente de variacdo foram APV, NVP e PRO. Segundo
FALCONER (1987) e VENCOVSKY (1992) tais variacbes podem ser consequéncia
dos métodos usados para estimacdo, dos materiais genéticos analisados e das

condi¢cbes ambientais.
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Quadro 2 - Quadrado médio de gendtipos (QMG) e do erro (QME), estimativa da variancia genotipica (§§), fenotipica ($7) e

ambiental (§2), heredabilidade no sentido amplo (h?,), coeficientes de variagéo experimental (CVe) e genético (CVg),
e média (X) de cada carater avaliado nas 134 RILs.

Estimativas R1 R8 PR NNF  NNM APF APM APV NVP NSP NSV PCS PRO
QMG 75,14 309,36 127,07 580 10,54 190,55 468,66 17,33 1172,5 5515,3 0,08 10,88 112,33
QME 4,47 5,47 8,13 0,79 1,28 27,60 53,16 436 143,45 704,05 0,05 2,39 17,84
Valor F 16,78* 56,56*  15,62* 7,32 8,22* 6,90* 8,98* 3,97* 8,17* 7,83* 1,61*  4,54” 6,29*
§; 70,66 303,89 118,94 5,01 9,26 162,94 415,50 12,96 1029,0 4811,2 0,03 8,49 84,49
§f2 75,14 309,36 127,07 580 10,54 190,55 468,66 17,33 1172,5 5515,3 0,08 10,88 112,33
§2 4,47 5,47 8,13 0,79 1,28 27,60 53,16 436 143,45 704,05 0,05 2,39 17,84
h?.(%) 94,05 98,23 93,60 86,34 87,84 8551 88,65 74,82 87,76 87,23 38,19 78,01 84,12
CVe 5,00 2,00 3,80 8,69 3,75 12,76 12,70 19,35 17,64 16,74 9,75 9,91 18,95
CVg 20,37 15,01 1455 22,09 22,39 31,00 3552 32,63 44,54 43,76 7,65 18,68 40,85
Média 41,25 116,57 74,92 10,24 13,40 42,64 57,37 11,08 72,01 149,53 2,24 15,43 23,79

*Valor F significativo em nivel de 5%, ** significativo em nivel de 1%, e "™ ndo existe diferenca entre os tratamentos.

R1 ndamero de dias para florescimento; R8 nimero de dias para maturacdo; PR periodo reprodutivo; NNF namero de nés no florescimento;
NNM numero de nds na maturacao contados na haste principal; APF altura da planta no florescimento; APM, altura da planta na maturacéo;
APV altura da primeira vagem; NVP numero total de vagens com sementes formadas; NSP namero total de sementes produzidas por planta;
NSV numero total de sementes produzidas por vagem; PCS peso médio em gramas de cem sementes e PRO producao de gréos.



Segregacao das Caracteristicas Quantitativas

No Quadro 3 compara-se a populacdo de RILs com seus genitores. E
apresentada a média, desvio padrdo, amplitude de valores fenotipicos e as
herdabilidades das treze caracteristicas avaliadas. Também sédo apresentadas as

médias dos genitores Hartwig e Y23.

Quadro 3 - Caracteres mensurados, unidades, valores das médias, desvios padrdes
e amplitudes dos valores obtidos na populacdo e médias dos genitores
Hartwig e Y23 para cada carater.

Populacéo Média dos Genitores
Carater Unidade = Média Desvio Amplitude h? Hartwig Y23

R1 dias 41,18 8,76 28,66 94,05 30,57 60,67
R8 dias 116,10 17,51 56,91 98,23 94,35 144,00
PR dias 74,97 11,17 55,67 93,60 63,79 86,33
NNF n.p- 10,24 2,40 11,74 86,34 8,51 13,29
NNM n.p- 13,40 3,24 19,37 87,83 8,49 17,67
APF cm 41,18 13,80 61,89 85,51 23,36 64,64
APM cm 57,18 21,32 97,32 88,65 23,13 76,53
APV cm 10,89 6,94 18,43 74,82 6,84 13,77
NVP n.p* 71,12 33,91 133,26 87,76 33,42 85,77
NSP n.p* 156,80 73,75 300,58 86,91 75,42 187,08
NSV n.v?t 2,24 0,29 1,72 38,19 2,25 2,20
PCS mg 15,59 1,54 19,00 78,01 15,10 14,00
PRO g.p*t 23,51 10,46 43,69 83,46 11,27 24,90

Os genitores apresentam médias diferentes para todas as caracteristicas
avaliadas, exceto para os caracteres NSV e PCS. Os valores fenotipicos extremos
da populacéo ultrapassaram os valores fenotipicos extremos dos genitores entre 2 a
3 vezes, evidenciando segegacao transgressiva para todas as caracteristicas, mas
nao para R1 (dados ndo mostrados).

Dois exemplos podem ilustrar o significado potencial da variacao
transgressiva. Para altura da planta na maturacdo (APM) existem genoétipos que
superaram em 43 cm a altura do genitor de maior altura. Esta observacdo é
importante, pois nenhuma RIL apresentou tendéncia ao acamamento. O carater
producdo (PRO) também apresentou variacdo transgressiva, mostrando que existem

genétipos que produziram até 30 g. p ~ * a mais que o genitor de maior rendimento,
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Y23. Portanto, seria possivel combinar o incremento em altura com 0S genes
favoraveis a producdo, com boas chances de obter gendtipos superiores sem
problemas de acamamento.

O Quadro 4 mostra que os coeficientes de correlagédo genotipicos variaram de
-0,11 a 0,99. Valores absolutos acima de 0,11 foram significativos a 5% para o teste
t, indicando que a maioria dos coeficientes s&o significativos ou altamente
significativos.

A alta correlacdo de APF com APM, de R1 com R8 e de NNF com NNM,
indica a viabilidade de avaliar apenas um de cada par destes caracteres, como
forma de reduzir o dispéndio de recursos, sem prejudicar significativamente o
processo de selecdo nestes caracteres. A avaliacdo no florescimento apresenta a
vantagem de, em geral, estar associada a herdabilidades maiores do que a
avaliacdo na maturacdo. Altas correlacdes entre estes caracteres também foram
relatadas por SANTOS (1994).

Os caracteres agronémicos apresentam valores de correlagdo alta e positiva
com PRO , com excecdo do carater NSV e PCS cujas correlacdes foram
atipicamente negativas (Quadro 4) Portanto, estes sdo bons auxiliares para a
selecdo indireta das familias mais produtivas. Eles sé@o capazes de informar sobre as
alteracdes que podem ocorrer na populacdo em consequiéncia da selecéo para a
producdo. As possiveis alteracdes devem ser avaliadas, pois podem comprometer a
aceitacao, como cultivar, de materiais selecionados apenas pela sua boa producéo.
A altura excessiva, por exemplo, € uma caracteristica que pode comprometer o valor
de uma linhagem.

A correlacdo de NVP, NSV e PCS com a PRO mostraram sinais diferentes,
positiva para NVP e negativa para NSV e PCS. Estes dados mostram a utilidade do
carater NVP para o processo de selecdo de gendtipos superiores guanto a
produtividade. Primeiro, deve-se considerar que a selecdo das familias com maior
NVP tera boa correspondéncia com a selecéo das familias também genotipicamente
superiores para tal carater, como € expresso pela alta herdabilidade deste. E em
funcdo da alta correlacdo entre o valor genotipico para NVP e PRO, a selecdo das
familias genotipicamente superiores para NVP corresponderam a familias com
genotipos superiores para PRO, de acordo com a magnitude da correlacdo genética
entre estes caracteres. Ja a correlacao negativa entre PRO com NSV e PCS indica
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que as familias selecionadas com altos valores genotipicos para estes caracteres
corresponderiam a familias pouco produtivas. Esta situagdo pouco comum
dificultaria o processo de selecdo, pois 0 NSV e o PCS sdo dois componentes

primarios da producao.
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Quadro 4 - Coeficientes de correlacdo genotipica entre todas as caracteristicas mensuradas

R8 NPF APF PR NNM APM APV NVP NSP NSV PRO PCS

R1 0,87 0,85 0,90 0,64 0,96 0,95 0,87 0,92 0,89 -0,55 0,81 -0,49

R8 0,82 0,85 0,93 0,85 0,88 0,76 0,87 0,84 -0,46 0,82 -0,28

NPF 0,81 0,67 0,83 0,82 0,76 0,78 0,77 -0,46 0,74 -0,30
APF 0,65 0,85 0,94 0,80 0,86 0,85 -0,41 0,86 -0,24
PR 0,61 0,67 0,53 0,68 0,66 -0,30 0,68 -0,11

NNM 0,89 0,84 0,88 0,87 -0,45 0,79 -0,46
APM 0,86 0,91 0,89 -0,46 0,87 -0,35
APV 0,80 0,80 -0,25 0,67 -0,57
NVP 0,99 -0,43 0,95 -0,42
NSP -0,38 0,93 -0,46
NSV -0,44 -0,13
PRO -0,16

€L

R1 numero de dias para florescimento; R8 nimero de dias para maturacao; PR periodo reprodutivo; NNF nimero de nos no florescimento;
NNM numero de nés na maturagdo contados na haste principal; APF altura da planta no florescimento; APM altura da planta na maturacao;
APV altura da primeira vagem; NVP namero total de vagens com sementes formadas; NSP namero total de sementes produzidas por planta;
NSV numero total de sementes produzidas por vagem; PRO producao de graos e PCS peso médio em gramas de cem sementes.



Andlise de ligacdo e mapeamento de QTLs

Dos 600 pares de iniciadores SSR testados nos genitores Hartwig e Y23, 170
deles (28,33%) foram claramente polimorficos, indicando a grande dissimilaridade
genética existente entre eles.

Quarenta pares de iniciadores polimérficos foram amplificados na populacao,
sendo que quatro fixaram o tipo parental Y23 e trés o tipo parental Hartwig. No
Quadro 5 esté indicado os iniciadores que fixaram um dos alelos e seus respectivos
grupos de ligacdo (GL). Regides gendmicas com este tipo de segregacdo, também
foram detectadas por outros autores (YAMANAKA 2001). Embora se descarte a

selecdo, a causa genética deste fendmeno ainda permanece desconhecida.

Quadro 5 — Marcadores microssatélites que fixaram um dos alelos parentais

niciadores Tipo de clase parental Grupo de Ligacéo®
Satt077 Hartwig Dla
Satt191 Hartwig G
Satt354 Y23 |
Satt359 Y23 Bl
Satt514 Hartwig D2
Satt579 Y23 D1b
Satt594 Y23 G

%0Os Grupos de ligacdo foram denominados segundo o mapa genético gerado pela
USDA/Iowa State University (CREGAN et al., 1999)

Para estimar a distancia genética entre os SSR e definir os diferentes GL foi
adotado LOD score minimo de 3 e uma distancia genética maxima de 50
centiMorgan (cM). Apenas sete marcadores mostraram-se ligados formando trés
grupos de ligacdo (Quadro 6). O primeiro GL corresponde a um intervalo genético de
6,73 cM formado pelos marcadores Sattl173 e Satt550. O segundo GL definido por
trés SSR, Satt163, Satt038 e Satt275, possui um comprimento total de 26,40 cM, e 0
terceiro GL consiste do par de SSR, Satt250 e Satt551, com uma distancia genética

de 13,84 cM.
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Quadro 6 — Distancia genética entre os marcadores que formaram os trés grupos de
ligacdo (GL) na populacdo de mapeamento

GLO* cM® LOD° | GLG* cM® LOD® | GLM* oM LOD®
Satt550 6,73 21,28 | Satt275 9,70 12,05 |Satt250 13,84 9,69
Sattl73 - Satt038 16,70 8,67 | Satt551  ----

Satt163  ----

4Grupo de ligacdo denominados segundo Universidade Estadual de lowa (GREGAN 1999a),
tamanho do intervalo genético estimado com o programa GQMol expresso em centiMorgan
(cM), e °LOD score da distancia entre os marcadores

No Quadro 7 estdo a localizacdo genética dos QTLs associados a doze
caracteristicas, a estimativa da frequéncia de recombinacdo entre o marcador e o
QTL, a probabilidade da diferenca entre médias (teste t), do coeficiente de regressao
linear simples e o coeficiente de determinacdo dos marcadores SSR ligados aos
QTLs.

As estimativas da frequéncia de recombinacao entre o marcador e o QTL para
cada carater foram altas variando de 25,62 a 34,59. Estas estimativas sdo pouco
precisa pois sdo influenciada por uma série de fatores tais como: tamanho da
populacdo, herdabilidade do carater e numero de genes que controlam a
caracteristica. Entretanto os marcadores identificados poderdo ser considerados
como critério inicial para estudo mais aprimorado de analise de QTLs associados
aos caracteres considerados neste estudo.

Para as caracteristicas dias para floracdo (R1) e dias para maturacao, (R8)
foram identificados trés QTLs de efeito menor. Para R1 nos GL B2, O e G, e para R8
nos GL O, E e G. QTLs de efeito maior e menor para as caracteristicas R1 e R8
foram identificados por MANSUR (1993, 1996) nos GL C2, M e L, posteriormente
confirmados por ORF (1999) para R8. Entretanto, trés QTLs associados a R8 foram
relatados por OLIVEIRA (2002) nos GL K, C2 e J. O QTL no GL K foi reportado
inicialmente por LEE (1996).

Para a caracteristica periodo reprodutivo (PR) foram identificados QTLs nos
GL B2, E e G. MANSUR (1993) posicionaram dois QTLs de efeito maior nos GL C2
e M, posteriormente MANSUR (1996) reportou dois QTLs de efeito menor nos GL M
e L. Os trés QTLs dos GL C2, M e L foram confirmados por ORF (1999), como

sendo QTL ambientes especificos.
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Quadro 7 — Distancia dos marcadores SSR aos QTLs de doze caracteres de soja
identificados através do contraste entre as médias dos alelos e
regressao linear simples

Carater Marcador GLY ANOVA re Regresédo Linear Simples
Pa Pb r2 [§

R1 Sat_009 B2 0,0100 31,09 0,0402 3,15
Sattl73 O 0,0400 34,10 0,0382 3,84

Satt235 G 0,0017 27,23 0,0041 7,37

Satt564 G 0,0080 29,22 0,0327 4,66

R8 Sattl73 O 0,0406 34,00 0,0402 3,74
Satt235 G 0,0021 27,58 0,0042 7,32

Satt263 E 0,0480 34,22 0,0488 3,61

Satt564 G 0,0089 29,43 0,0325 4,67

PR Sat_009 B2 0,0129 31,62 0,0403 2,64
Satt235 G 0,0053 28,13 0,0053 6,95

Satt263 E 0,0496 34,30 0,0489 3,57

Satt564 G 0,0095 29,56 0,0325 4,67

NPF Sat_009 B2 0,0143 31,83 0,0463 3,40
Satt235 G 0,0076 29,85 0,0142 5,43

Satt564 G 0,0053 28,42 0,0230 5,26

APF Sat_009 B2 0,0138 31,76 0,0410 3,07
Satt173 O 0,0404 33,98 0,0388 3,82

Satt235 G 0,0040 28,83 0,0092 6,10

NNM Sat_009 B2 0,0094 30,98 0,0364 3,76
Satt235 G 0,0017 27,23 0,0320 7,02

Satt564 G 0,0101 29,68 0,0361 2,99

APM Sat_009 B2 0,0094 31,72 0,0364 3,71
Satt235 G 0,0017 27,64 0,0051 7,02

Satt564 G 0,0101 29,70 0,0361 3,94

APV Satt235 G 0,0004 28,87 0,0012 5,67
Satt263 E 0,0487 34,25 0,0480 3,57

Satt564 G 0,0023 26,95 0,0267 5,00

NVP Satt235 G 0,0004 25,26 0,0028 7,91
NSP Satt235 G 0,0012 25,63 0,0032 7,74
Satt550 O 0,0110 38,15 0,0276 4,14

Satt564 G 0,0053 32,17 0,0301 4,80

PCS Satt235 G 0,0165 31,44 0,0019 4,95
Satt353 H 0,0178 32,46 0,0018 4,64

Satt564 G 0,0019 26,59 0,0014 6,02

PRO Satt235 G 0,0006 25,62 0,0034 7,64
Satt353 H 0,0490 34,59 0,0480 3,23

®Probabilidade para o contraste de média entre os alelos SSR usando a estatistica t,
®probabilidade para anélise de regresséo linear simples, ‘valor do coeficiente de regresséo
simples do marcador SSR, ‘home do grupo de ligacdo correspondente ao marcador
identificado, conforme mapa genético gerado pela USAD/ lowa State University (CREGAN et
al., 1999) e °frequéncia de recombinacdo marcador-QTL estimada com auxilio do programa
GQMol.
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Para as caracteristicas niumero de nés na floracdo (NNF) e nimero de nds na
maturacdo (NNM) foram identificados dois QTLs nos GL B2 e G. OLIVEIRA (2002)
reportou trés QTLs de efeito menor para NNM nos GL D2, K e D1a+W. Para altura
da planta na floracdo (APF) detectaram-se QTLs nos GL B2, G e O, e para altura da
planta na maturacdo (APM) nos GL B2 e G. Para a caracteristica APM, OLIVEIRA
(2002) detectou dois QTLs no GL D2 e um QTL no GL J. LEE (1996) relatou um QTL
de efeito maior no GL L e QTLs de efeito menores nos GL H e N. Entretanto, ORF
(1999) identificou QTLs associados a APM nos GL C2, M, L e D1b.

Para altura da primeira vagem (APV) foram detectados dois QTLs hos GL G e
B2. Diferentemente, OLIVEIRA (2002) relatou um QTL no GL D2. Para as
caracteristicas nimero de vagem por planta (NVP) e nUmero de semente por planta
(NSP) foi identificado um QTL comum no GL G e um segundo QTL no GL O para
NSP. Para NVP, OLIVEIRA (2002) obteve dois QTLs nos GL F e J, ambos de efeito
menores. O mesmo autor detectou dois QTLs para NSP nos GL F, C1 e K. ORF
(1999) relataram QTLs nos GL A2, B1, C2, M e F.

Para o carater peso de cem semente (PCS) foram identificados trés QTLS,
dois no GL G e um no GL H. Para esse carater OLIVEIRA (2002) informou da
presenca de um QTL ambiente especifico no GL C1 e dois QTLs ambientes nao
especificos no GL K e G.

Para producéo de graos (PRO) foi identificado um QTL no GL G e um
segundo no GL H. MANSUR (1993, 1996) mapeou dois QTLs, nos GL C2 e M. ORF
(1999) detectaram QTLs associados a producédo no GL M, C2, D2 e F.

Os QTLs associados as diferentes caracteristicas encontram-se localizados
em cinco GL diferentes B2, O, G, E e H. Este numero é menor do que os 16 GL
reportados por MANSUR (1993, 1996), os 20 GL obtidos por ORF (1999) e 0os 9 GL
informado por OLIVEIRA (2002). Além disto, apenas 7 dos 32 marcadores utilizados
nas analises mostraram ser Gteis na identificacdo de QTLs (Quadro 7). Portanto
poderiam existir regibes do genoma que nao foram devidamente amostradas,
deixando-se de identificar QTLs associados a algumas caracteristicas mensuradas.

Os efeitos dos diferentes background utilizados e do ambiente séo fatores que
sabidamente influenciam a posicao e os coeficientes de determinacéao dos QTLs. Os
efeitos de background na posicdo do QTL pode ser evidenciado pela melhor
correlacdo entre os dados obtidos por MANSUR (19993, 1996) e ORF (1999), do
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gue entre esses autores com o informado por OLIVEIRA (2002). MANSUR (1993,
1996) trabalhou com uma populacao de RILs derivada do cruzamento entre Minsoy
e Noir 1. Esta mesma populacdo foi incluida, junto a outras duas RILs, cujos
genitores foram Minsoy ou Noir 1, no trabalho de ORF (1999). O efeito de ambiente
na identificacdo de QTLs pode ser comprovado também nos trabalhos anteriores,
uma vez que esses autores relatam QTLs ambientes especificos e ndo especificos.

Por dltimo, as técnicas de mapeamento utilizadas neste trabalho como testes
de médias e regressao linear simples, embora Uteis, possuem limitacdes nao apenas
para posicionamento do QTL como também na estimativa do coeficiente de
determinacdo dos marcadores. Espera-se que com a abtencdo de um mapa
genético suficientemente saturado, se possam aplicar técnicas de mapeamento mais
poderosas como 0 mapeamento por intervalo composto (ZENG 1993, 1994),
tornando possivel a separacdo em componentes mendelianos dos QTLs associados
a cada carater, assim como estimativas dos efeitos genéticos epistaticos e a causa
genética (ligacao fatorial ou espistasia) da correlacdo genética entre caracteres.

A populacao RIL desenvolvida apresentou variabilidade genética significativa
para quase todas as caracteristicas avaliadas (Quadro 2). Portanto esta populacéo
deve ser considerada em futuros estudos de mapeamento genéticos e de
melhoramento, envolvendo as caracteristicas avaliadas neste trablho e outras a

serem consideradas.
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RESUMO E CONCLUSOES GERAIS

Para o presente trabalho foi utilizada uma populagdo de linhagens
recombinantes endogamicas, obtida do cruzamento entre Hartwig (genitor resistente
ao NCS) e Y23 (genitor suscetivel). Relata-se estudo sobre a herdabilidade das
racas 3 e 9 do nematdide de cisto da soja (NCS), assim como 0 mapeamento de
locos de resisténcia a elas associadas, e os resultados obtidos sobre a variabilidade
genética presente na populacgao.

Altas herdabilidaes no sentdo amplo foram estimadas para as duas racgas,
80,97% para a 3, e 80,39% para a raca 9, indicando a alta eficiéncia que teria a
selecdo fenotipica para esta carateristica.

A co-segregacao entre os valores fenotipicos (nUmero médio de cistos por
RIL) e os marcadores microssatélites (SSR) amplificados na populacdo foram
analisados por meio da regressao simples e multipla. Embora a regresséo simple
tenha identificado 6 e 2 SSR como associados a resposta a raca 3 e 9,
respectivamente, apenas o marcador Satt038 permaneceu no modelo de regresséo
multipla. Este marcador explicou 25,38% (P>F=0,0001) da variacdo fenotipica da
raca 3 e 12,60% (P>F=0,0001) da raca 9. Aplicando o método de mapeamento por
intervalo multiplo, um QTL de resisténcia foi identificado na extremidade do grupo de
ligacédo (GL) G.

A variabilidade genética da populacdo foi avaliada para treze caracteres
agronémicos. Para identificacdo de QTLs foi utlizado o contraste entre médias dos
alelos de cada um dos marcadores amplificados na populacéo. Posteriormente, a
técnica de regressao linear simples foi utilizada para detetmianr o coeficiente de
determinacdo de cada marcador. Foram identificados QTLs para os treze caracteres
considerados. Os QTLs foram posicionados nos grupos de ligacdo B2, O, G, E e H.
A variabilidade genética detectada na RIL foi significativa para todas as
caracteristicas, sugerindo que a populacéo é Util para realizar estudos genéticos e

de mapeamento de QTLs.
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